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La naturaleza microaerofílica de Campylobacter y su requerimiento del 5% de O2 
para su crecimiento hacen difícil su recuperación a partir de alimentos. La adición al 
medio de pre-enriquecimiento de compuestos secuestrantes de oxígeno tales como el 
carbón activado o la sangre podría interferir con la técnica de reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) para su detección. En este trabajo realizamos un método rápido para 
la identificación de Campylobacter jejuni y C. coli usando un medio de pre-
enriquecimiento aeróbico y la técnica de PCR. Se realizó un caldo basado en la 
formulación libre de sangre propuesta por Tran en 1998 (Blood Free Enrichment, 
BFEB), sin embargo a nuestro medio (M-BFEB) se le excluyó el carbón activado y se 
comparó con la formulación original y otros caldos de enriquecimiento (M-BFEB). C. 
jejuni y C. coli se identificaron por PCR a partir de los medios de enriquecimiento. 
Diversos niveles de cultivos puros de C. jejuni y C. coli se combinaron con Escherichia 
coli y se inocularon en caldos Preston, Bolton, BFEB y el BFEB modificado (M-BFEB). 
Además, Campylobacter se inoculó en piel de pollo y su recuperación fue cuantificada. 
La tasa de recuperación se determinó después de 24-48 h de enriquecimiento a 42ºC bajo 
condiciones aeróbicas para los caldos BFEB y M-BFEB y microaeróbicas para los 
caldos Preston y Bolton.  
En promedio, los resultados indicaron que el medio más sensible para la 
recuperación de C. jejuni y C. coli fue el Bolton, seguido ya sea por el BFEB o M-
BFEB, el menos sensible fue el Preston. El M-BFEB se acopló directamente a PCR 
evitando la siembra en placa. Campylobacter se detectó en presencia de 10
8
 células de E. 
coli. El medio M-BFEB facilitó la detección de C. jejuni y C. coli inoculada 
artificialmente en piel de pollo. En estos ensayos de manera global, no hubo diferencia 
significativa en la detección de C. jejuni y C. coli mediante ya sea metodología 
convencional o PCR. Empleando los cuatro medios de cultivo se determinó el nivel de 
recuperación de estos patógenos en la carne de cerdo por metodología convencional 
encontrando que los medios Bolton, BFEB y M-BFEB fueron igualmente sensibles en la 
recuperación para estos patógenos, en tanto que el medio Preston fue el menos sensible. 
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Asimismo, se estableció la prevalencia de C. jejuni y C. coli en muestras de 
alimentos siendo éstos carne cruda y cocida de pollo y cerdo mediante microbiología 
convencional y el método de PCR directamente de los caldos de enriquecimiento. El 
porcentaje de la presencia de estos patógenos en 204 muestras analizadas de pollo crudo 
fue de 9.8 y 41.6% mediante siembra y PCR respectivamente. Al analizar muestras de 
carne de pollo cocida y cerdo crudo y cocido no se detectó al microorganismo en 
ninguna muestra por ninguna metodología.  
Actualmente la resistencia a antimicrobianos ha emergido en cepas de 
Campylobacter y se han elucidado algunos de los mecanismos responsables de ello. En 
el presente estudio, todos los aislados fueron probados contra siete antimicrobianos 
usados potencialmente para el tratamiento de campylobacteriosis, encontrando que las 








Campylobacteriosis is one of the most important causes of foodborne diseases in 
many countries and antimicrobial resistance has emerged in strains of Campylobacter. 
The microaerophilic nature of Campylobacter and its requirement of 5% O2 for growth 
have complicated its recovery from foods. The addition to the enrichment media of 
oxygen quenchers such as charcoal or blood could interfere with PCR for its detection. 
In this study, a two-step simple aerobic method for Campylobacter detection is 
proposed.  
In this study, a modification of the Tran blood-free enrichment broth (BFEB), in 
which charcoal was excluded from the medium (M-BFEB), was compared with the 
original formulation and other enrichment broths. Campylobacter jejuni and C. coli were 
screened by PCR directly from the enrichment media. Various levels of pure cultures of 
C. jejuni and C. coli combined with Escherichia coli were inoculated into Preston, 
Bolton, BFEB, and the modified BFEB (M-BFEB). In addition, Campylobacter was 
inoculated onto retail purchased chicken skin and recovery was quantified. Rates of 
recovery after 24 to 48 h of enrichment at 42ºC under aerobic incubation for BFEB and 
M-BFEB and microaerobic incubations for Preston and Bolton broths were determined. 
The four culture media were used to determine the level of recovery of these pathogens 
in pork, applying conventional methodology. Bolton, BFEB and M-BFEB were equally 
sensitive in recovering these pathogens, whereas Preston was least sensitive.  
The prevalence of C. jejuni and C. coli in raw and cooked chicken and pork was 
also established using conventional and PCR methods directly from enrichment broths. 
All isolates were tested against seven antimicrobial agents used for the treatment of 
campylobacteriosis.  
Overall, our results indicated that the most sensitive medium was Bolton’s, 
followed by either BFEB or M-BFEB; the least sensitive was Preston’s. M-BFEB was 
directly coupled to a PCR assay to detect Campylobacter, avoiding intermediate plating. 
Campylobacter was detected in the presence of up to10
8
 E. coli cells/ml. M-BFEB 
facilitated detection of both C. jejuni and C. coli artificially inoculated onto chicken skin 
20 
 
samples. M-BFEB coupled to PCR is a rapid and attractive alternative for isolation and 
identification of C. coli and C. jejuni from poultry. 
 Analyses of 204 raw chicken samples by plating and PCR, showed the presence 
of these pathogens in 9.8 and 41.6% of the samples respectively. The microorganisms 
were not detected in samples of cooked chicken and raw and cooked pork by any 
method. Resistance to nalidixic acid and tetracycline was the most observed and to 






Campylobacter spp es un microorganismo principalmente presente en el tracto 
gastrointestinal de animales de sangre caliente como la mayoría de los utilizados por el 
hombre como alimento. Esta bacteria no se multiplica efectivamente en la mayoría de 
los alimentos, sin embargo, puede sobrevivir en los mismos y debido a la baja dosis 
infecciosa (500 células o menos) puede ser asociado con enfermedad en humanos, por lo 
que la proliferación en los alimentos no es un prerrequisito para la infección (Food 
Safety Authority of Ireland, 2002). 
 
La contaminación de alimentos, como vegetales y ensaladas, puede ocurrir a través 
del contacto con heces de animales durante la cosecha, por el contacto con agua 
contaminada, o bien, por contaminación cruzada en el momento de su preparación. 
Aunque muchos alimentos pueden estar contaminados con este microorganismo, 
actualmente se considera la contaminación de aves de corral y cerdos así como los 
alimentos derivados de éstos, los que tienen mayor importancia como fuente de 
infección humana (Food Safety Authority of Ireland, 2002). 
 
La gastroenteritis aguda con diarrea y/o vómito es la característica principal de una 
infección por Campylobacter spp (conocida como campylobacteriosis) sin embargo, 
estos mismos síntomas son provocados por otros microorganismos tales como 
Salmonella y Shigella. En la mayoría de los casos la enfermedad es autolimitante, sin 
embargo en ocasiones puede generar complicaciones severas, sobre todo neurológicas, 
tales como el Síndrome de Guillain-Barré y el síndrome de Reiter.  
 
Las características clínicas de la gastroenteritis por Campylobacter no permiten la 
diferenciación de otras causas de gastroenteritis y por lo tanto la confirmación en el 




En la actualidad, la información disponible concerniente a los niveles de 
contaminación de productos cárnicos por C. jejuni y C. coli proviene de países 
desarrollados, no así de México, de ahí la necesidad de investigar la incidencia y 
prevalencia de estas bacterias en alimentos como carne de cerdo y pollo. 
  
La carne de cerdo y pollo, así como sus derivados, comprenden un alimento de 
elección en nuestra región, debido a su fácil adquisición y sobre todo al bajo costo de 
éstos en comparación con otros productos cárnicos tales como la carne de res. Y con 
conocimiento de que C. jejuni y C. coli son bacterias que se encuentran principalmente 
en este tipo de productos cárnicos y sobre todo de su patogenia, esta investigación va 
enfocada a determinar el nivel de frecuencia y prevalencia de estos microorganismos en 
este tipo de alimentos.  
 
Aunado a lo anterior, en México no existe una regulación sanitaria de patógenos 
como Campylobacter spp, en parte por el desconocimiento que hay sobre esta bacteria, 
así también debido a que los métodos actuales para su identificación y tipificación tienen 
muchas limitaciones. Aún más, muchos laboratorios clínicos no tienen las facilidades y 
los recursos para identificar a este tipo de microorganismos debido a su exigencia para el 
aislamiento, ya que al ser una bacteria de naturaleza microaerofílica, es decir, que 
requiere una atmósfera específica para su desarrollo, además, de la necesidad de usar 
medios de cultivo suplementados con antibióticos, lo cual eleva significativamente su 
costo y hacen que la búsqueda de este patógeno no sea una práctica rutinaria.  
 
Dada la complejidad y problemática para el aislamiento de Campylobacter ya sea 
a partir de heces, alimentos o muestras ambientales, se hace imprescindible la necesidad 
de desarrollar un medio de cultivo que no requiera de la incubación bajo una atmósfera 
microaerofílica minimizando así los costos y el tiempo para el aislamiento de este 
microorganismo.  
 
Además, la identificación de patógenos como Campylobacter, requieren de hasta 
siete días, lo cual hace muy tardada la entrega de resultados y por ende, no se pueden 
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tomar acciones correctivas inmediatas por lo cual en este trabajo también nos 
propusimos acoplar el enriquecimiento a un método molecular y rápido para la detección 
oportuna del patógeno. 
 
Por último, la resistencia que han desarrollado los microorganismos a ciertos 
antimicrobianos resulta un problema grave para la población. Hasta el momento existen 
varios reportes donde se ha mostrado que C. jejuni y C. coli han adquirido resistencia a 
antimicrobianos comúnmente prescritos por médicos, así como a los usados 
comúnmente en la dieta de animales. En este rubro, en nuestro país no se cuenta con 
reportes sobre la susceptibilidad a antimicrobianos de las cepas nativas, por lo que 








Es posible desarrollar un método rápido para la búsqueda e identificación de 
Campylobacter jejuni y C. coli a partir de alimentos, para en un análisis posterior 













Determinar la prevalencia y perfil de resistencia a antimicrobianos de cepas de 
Campylobacter jejuni y C. coli aisladas de muestras de alimentos en nuestra región 
mediante el desarrollo de un método rápido de identificación.  
 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
1. Desarrollar un medio de cultivo (enriquecimiento) que no requiera una 
incubación en atmósfera microaerofílica y que permita el crecimiento de 
Campylobacter  jejuni y C. coli a partir de alimentos. 
 
2. Acoplar el medio de enriquecimiento a un método de biología molecular 
(reacción en cadena de la polimerasa, PCR) para la identificación de las cepas de 
C. jejuni y C. coli. 
  
3. Determinar la prevalencia de C. jejuni y C. coli en muestras de carne de cerdo y 
pollo cruda y cocida.  
 
4. Determinar el perfil de resistencia a antimicrobianos de las cepas de 











4.1.1 Características generales 
Campylobacter spp pertenece a la familia Campylobacteriaceae, la cual, a su vez 
incluye los géneros Campylobacter, Arcobacter, Sulfospirillum y los mal clasificados 
Bacteroides ureolyticus. Son bacterias Gram negativas, no sacarolíticas con 
requerimientos microaerofílicos para su crecimiento y bajo contenido de bases G+C 
(30%) (Nachamkin et al., 2008). 
 
En el inicio del siglo XX, el microorganismo se conoció como Vibrio fetus siendo 
responsable de aborto espontáneo en bovinos y ovejas. Sin embargo, este organismo 
difiere de las especies de Vibrio ya que no puede crecer bajo condiciones atmosféricas 
de oxígeno ni fermentar azúcares. Fue así como en 1963, Sebald y Veron propusieron el 
nombre Campylobacter con la finalidad de diferenciarlo de Vibrio spp (Catteau, 1995). 
Aunque las primeras especies de este género se identificaron hace más de 90 años en 
animales, no fue sino hasta 1970 cuando finalmente se reconoció como patógeno 
humano (Koneman, 1997).  
 
Aunque la clasificación de estas bacterias está en continua revisión y 
modificación, actualmente se consideran 18 especies dentro del género Campylobacter 















Campylobacter canadensis   
Campylobacter coli   
Campylobacter concisus   
Campylobacter curvus   
Campylobacter fetus fetus  
Campylobacter  venerealis  
Campylobacter gracilis   
Campylobacter helveticus   
Campylobacter hominis   
Campylobacter hyointestinalis hyointestinalis  
Campylobacter  lawsonii  
Campylobacter insulaenigrae   
Campylobacter jejuni doylei  
Campylobacter  jejuni  
Campylobacter lanienae   
Campylobacter lari   
Campylobacter mucosalis   
Campylobacter rectus   
Campylobacter showae   
Campylobacter sputorum  bubulus 
Campylobacter   sputorum 
Campylobacter   paraureolyticus 
Campylobacter upsaliensis   
Fuente: Koong Hong Teh, 2008. 
 
Dentro del género Campylobacter se encuentran diversas especies, sin embargo, 
las bacterias enteropatógenas más importantes para humanos son C. jejuni y C. coli y en 
menor grado, C. lari y C. upsaliensis (Koneman, 1997). De estas especies, C. jejuni es 
responsable del 80-85% de todas las infecciones debidas a este género, en tanto que C. 
coli es la segunda especie más aislada (10 a 15%) (Lastovica and Le Roux, 2001). 
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4.1.2 Morfología y fisiología 
Campylobacter spp son bacilos Gram negativos, pequeños, con forma de espiral y 
aspecto de Vibrio cuando se observan a partir de cultivos jóvenes. Dichos bacilos miden 
de 0.2 a 0.5 micras de ancho y 0.5 a 5 micras de largo pudiendo llegar a 8 micras (Holt 
et al., 1994). Observados bajo el microscopio, estos microorganismos poseen una 
movilidad característica tipo ―sacacorchos‖ debido a que poseen un flagelo polar en uno 
o ambos extremos de la célula. Por la presencia de estos flagelos las células son 
altamente móviles, sin embargo, C. gracilis es inmóvil, a diferencia de C. showae que 
posee múltiples flagelos (Nachamkin et al., 2008).   
 
Dos morfologías de C. jejuni se han descrito; forma espiral cultivable y forma 
cocoide no cultivable. Algunos estudios han demostrado que la transición de la forma 
espiral a curva depende de muchos factores, tales como la cepa, temperatura, pH, 
osmolaridad y medio de cultivo (Lazaro et al., 1999). Aunque también, con más de 48 h 
de incubación o tras una prolongada exposición al aire adoptan una forma cocoide 
(Koneman, 1997). A pesar de lo anterior, Campylobacter es capaz de sobrevivir por 
periodos prolongados con exposición a concentraciones aeróbicas de oxígeno, estrés 
osmótico y de temperatura teniendo capacidad de cambiar de su forma espiral a cocoide 
después de una exposición a algún estrés (Rollins and Colwell, 1986). 
 
4.1.3 Microaerofilia 
Las campylobacterias son organismos microaerofílicos, requiriendo una 
concentración de oxígeno de 5 a 7% y de 5 a 10% de dióxido de carbono para su 
crecimiento (van Vliet and Ketley, 2001), aunque algunas especies se han encontrado 
que pueden crecer bajo condiciones anaeróbicas o aeróbicas (Everest and Ketley, 2002). 
 
La exposición al oxígeno, al mismo tiempo inevitable para bacterias patógenas, 
conduce a la formación de intermediarios reactivos de oxígeno (ROI), como los 
radicales superóxido. Si estos agentes altamente reactivos no son neutralizados, puede 
ocurrir un daño letal a los ácidos nucleicos, proteínas y membranas. En consecuencia, 
como una respuesta contra distintos y excesivos ROI, muchas células procariotas son 
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capaces de inducir la síntesis de enzimas antioxidantes. A pesar de que Campylobacter 
es capaz de crecer en presencia de aire en determinadas condiciones (Jones et al., 1993), 
estos microorganismos por su naturaleza microaerofílica, tienen una sensibilidad 
inherente hacia el oxígeno y sus productos reducidos. 
 
Por lo tanto, la síntesis de enzimas capaces de minimizar el efecto dañino causado 
por exposición al oxígeno así como sus especies reactivas juega un papel importante en 
la sobrevivencia bacteriana. Una serie de enzimas, como la superóxido dismutasa (SOD) 
(Purdy and Park, 1994; Pesci et al., 1994; Purdy et al., 1999), hidroperóxido reductasa 
alquilo (AHP) (Baillon et al., 1999), y la catalasa (katA) (Grant and Park, 1995), 
representan un sistema de defensa contra la oxidación en Campylobacter.  
 
4.1.4 Potencial redox 
El potencial redox (Eh) o potencial de oxidación-reducción es la medida de la 
habilidad de los sustratos de ganar o perder electrones. El potencial redox se define 
como la relación del poder oxidante (aceptar electrones) y el poder total reductor de un 
alimento (Jay et al., 2005). Cuando los electrones se transfieren entre dos compuestos 
una diferencia de potencial se crea entre ellos. Esta diferencia que puede ser medida por 
un instrumento y expresado en milivolts (mV) es el potencial redox (Jay et al., 2005).  
 
Productos altamente oxidados tendrán un valor positivo de Eh (+Eh) y los 
productos altamente reducidos tendrán valores negativos (-Eh). Generalmente, las 
bacterias aerobias pueden tolerar altos valores de Eh mejor que los anaerobios que 
requiere valores negativos de Eh pasa su desarrollo. Bacterias microaerofilicas como 
Lactobacillus y Campylobacter crecen bien bajo condiciones levemente reducidas. Los 
rangos de Eh para el crecimiento microbiano son +500 a +300mV para aerobios, +300 a 
-100mV para anaerobios facultativos y +100 a -250mV para anaerobios (Ray, 2001) 
 
4.1.5 Temperatura y pH de crecimiento 
Campylobacter spp posee un rango amplio de temperatura de crecimiento, de 37 a 
42°C y no es capaz de desarrollarse por debajo de los 30°C (Lee et al., 1998), sin 
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embargo, se ha encontrado que posee actividad fisiológica a 4°C (Hazeleger et al., 
1998). La temperatura óptima para C. jejuni y C. coli es de 42°C, lo cual probablemente 
refleja una adaptación al intestino de animales de sangre caliente (van Vliet and Ketley, 
2001). A pesar de su carácter termófilo, se ha encontrado que la muerte celular ocurre a 
56-57°C (Nguyen et al., 2006). 
Así mismo, se ha determinado que el rango de pH óptimo para el desarrollo de este 
microorganismo es de 6.5 a 7.5, sin embargo, puede crecer en un rango de 4.9 a 9 
(Anónimo, 2001). Aunado a esto, Blaser et al., en 1980 reportaron que C. jejuni era 
incapaz de desarrollarse a un pH debajo de 4.9 (Blaser et al., 1980).  
 
4.1.6 Susceptibilidad y metabolismo 
Con respecto a la susceptibilidad de este microorganismo, se ha reportado que es 
altamente susceptible a diversas condiciones medio-ambientales siendo con ello menos 
capaz de tolerar estrés ambiental que otros patógenos transmitidos por alimentos. 
Campylobacter spp es muy sensible a la desecación a esta condición no sobreviviendo 
en superficies secas (Fernández et al., 1985). Similarmente, estos microorganismos son 
más sensibles al estrés osmótico que otros patógenos y no crecen en concentraciones de 
NaCl de 2% (Doyle and Roman, 1982). 
 
Con respecto a su metabolismo, miembros del género Campylobacter no son 
capaces de fermentar ni oxidar carbohidratos, en su lugar, obtienen su energía de la 
degradación de aminoácidos o intermediarios del ciclo del ácido tricarboxílico 
(Vandamme, 2000).  
 
En general, entre las características bioquímicas para los miembros de este género 
se encuentran que varias especies pueden crecer en condiciones anaeróbicas con 
fumarato o nitrato como aceptor final de electrones. Estas especies crecen sólo en 
condiciones microaeróbicas si el hidrógeno, formato o succinato es suplementado como 
fuente de electrones. La gelatina, caseína, almidón y tirosina no son hidrolizadas por el 
género. La actividad de oxidasa está presente en todas las especies, excepto en C. 
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gracilis, además no manifiestan actividad de lipasa o lecitinasa (Nachamkin et al., 
2008). 
 
Las especies de Campylobacter mayormente asociadas a enfermedades 
transmitidas por alimentos, como anteriormente se había mencionado, son C. jejuni y C. 
coli, las cuales, fisiológicamente solo se diferencian por microbiología convencional 
mediante la prueba de hidrólisis del hipurato, en la que C. jejuni da una reacción 
positiva. Sin embargo, cepas hipurato-negativas de esta especie también pueden 
presentarse, por lo que existe la posibilidad de proporcionar falsos positivos para 
especies no-C. jejuni, por lo que se hace inminente la necesidad de utilizar otras 
estrategias para lograr una identificación más exacta (On and Jordan, 2003). 
 
4.1.7 Características genómicas 
Con respecto a su naturaleza genómica, gracias a la secuenciación total de su 
genoma en el año 2000 se estableció que C. jejuni tiene un genoma relativamente 
pequeño (1.6 a 2 megabases) rico en adenina-timina, la relación guanina-citosina es de 
30% (Parkhill et al., 2000; Vandamme 2000). Con ello, también se determinó que este 
microorganismo posee una extensa variación genética, la cual ha surgido de la alta 
frecuencia de mecanismos intragenómicos así como el intercambio entre cepas.  
 
C. jejuni es naturalmente competente, es decir que puede tomar DNA del medio 
ambiente, conllevando a la recombinación entre cepas y permitiendo la generación de 
una gran diversidad genética. La transferencia horizontal de DNA cromosomal y 
plasmídico ocurre tanto in vitro como durante la colonización del pollo, lo cual indica 
que la transformación natural podría jugar un papel importante en el genoma y en la 
transmisión de nuevos factores, tales como la resistencia a antibióticos aun en ausencia 




4.1.8 Factores de virulencia 
Poco a poco se han elucidado los factores de virulencia de C. jejuni ya que hace 10 
años poco se sabía de la patogenia de este microorganismo. A continuación se 
mencionan brevemente los principales factores de virulencia asociados a este patógeno. 
 
a) Flagelo: Campylobacter spp se caracteriza por un movimiento rápido, el cual es 
debido a la presencia de uno o dos flagelos polares cuyas estructuras han sido 
reconocidas como factores cruciales en la patogénesis. Estructuralmente, está compuesto 
de una flagelina mayor y una menor, flagelina FlaA y FlaB respectivamente, ambas 
codificadas por dos genes en tándem (flaA y flaB) (Guerry 2007; Nuijten et al., 1990; 
Guerry et al., 1991).  
 
b) Quimitoaxis: la frecuencia de los cambios de dirección que se producen durante 
el movimiento bacteriano en respuesta a señales extracelulares, y se regula por la 
rotación alterna del flagelo hacia la derecha e izquierda. El resultado neto de este 
proceso es llamado quimiotaxis y permite a la bacteria moverse o nadar hacia entornos 
favorables y lejos del ambiente desfavorable (Young et al., 2007). Para el caso de C. 
jejuni, las sustancias quimiotrayentes incluyen componentes de la mucina como la L-
fucosa y L-serina, así como ciertos ácidos orgánicos (por ejemplo piruvato y succinato) 
(Hugdahl et al., 1988).  
 
c) Invasión y adhesión: la penetración a la mucosa intestinal juega un papel vital 
en la patogénesis de Campylobacter ya que dicho microorganismo se adhiere al epitelio 
intestinal y se internaliza (Fauchere et al., 1986; Grant et al., 1993). La translocación de 
C. jejuni a través de la barrera epitelial refleja el mecanismo por el cual la bacteria 
obtiene acceso a la mucosa intestinal causándole daño, inflamación y por lo tanto 
gastroenteritis. Los factores de virulencia a través de los cuales Campylobacter se 
adhiere a la célula epitelial incluyen proteínas, el flagelo y el lipooligosacárido (LOS) 




d) Lipooligosacárido (LOS) y cápsula: consistente con el papel de evadir la 
respuesta inmune del huésped, el LOS de C. jejuni es altamente variable. Diversas 
estructuras de LOS son similares a los gangliósidos neuronales, conteniendo ácido 
siálico. Tal mimetismo molecular lleva a una complicación autoinmune llamada 
síndrome de Guillain-Barré (SGB) y el síndrome de Miller-Fisher (Karlyshev et al., 
2000). 
e) Toxinas: C. jejuni produce una toxina de mayor importancia llamada toxina 
citoletal distensora (CDT), la cual, también es producida por un diverso grupo de otras 
especies bacterianas incluyendo E. coli, Actinobacillus actinomycetemcomitans, 
Haemophilus ducreyi y Helicobacter hepaticus. La toxina causa un arresto en la 
transición G1/S o G2/M del ciclo celular dependiendo del tipo de célula (Whitehouse et 
al., 1998; Lara-Tejero and Galan 2000; Hassane et al., 2001).  
 
4.2 Aspectos clínicos y epidemiología 
 
El término campylobacteriosis se refiere a un grupo de infecciones causadas por 
bacterias del género Campylobacter que afectan tanto a humanos como a animales, 
constituyendo una zoonosis de distribución mundial. 
 
La dosis infecciosa C. jejuni y C. coli en humanos para causar la enfermedad 
puede ser tan baja como 500 células (Robinson, 1981). Dicha enfermedad ocurre 
principalmente en niños menores de cinco años y en adultos jóvenes de 15 a 29 años. La 
tasa de incidencia varía según la estación del año o la región. Con esto, la presentación 
clínica de pacientes con campylobacteriosis difiere entre países en vías de desarrollo e 
industrializados (Ketley, 1997). 
 
La enfermedad generalmente comienza con fiebre asociada a malestar sistémico 
con dolor de cabeza. Estos síntomas a veces preceden a la aparición de los síntomas 
abdominales y los vómitos también pueden ocurrir. Los calambres abdominales y los 
demás síntomas se asemejan a los de una apendicitis aguda (Altekruse et al., 1999; 
Catteau, 1995). Los síntomas generalmente se resuelven en una semana, aunque la 
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excreción del microorganismo dura en promedio 16 días. Los bebés excretan los 
organismos durante más tiempo que los niños mayores (media, 14 días en niños contra 8 
días en niños de 1 a 5 años) (Taylor and Courvalin, 1988). 
 
Los pacientes con campylobacteriosis usualmente se recuperan sin necesidad de 
terapia antimicrobiana. Sin embargo, el tratamiento se indica en algunos pacientes con 
enfermedad prolongada, en las que la eritromicina o ciprofloxacina son los tratamientos 
de elección, seguidos de tetraciclina y doxiciclina como antibióticos alternativos (Ge et 
al.,  2003). 
4.3 Complicaciones 
 
Aunque generalmente no hay complicaciones posteriores, en un 15-20% de los 
casos se pueden producir recaídas y en un porcentaje mucho menor, algunas secuelas 
más graves (García-Peña et al., sin año). 
 
a) Síndrome de Guillain-Barré (SGB): es una neuropatía caracterizada por parálisis 
muscular fláccida, sensación de ardor, dolor y debilidad muscular. Esta complicación 
ocurre en 1 de cada 1000 casos de campylobacteriosis (Nachamkin et al., 1998). 
Hallazgos serológicos y cultivos indican que del 30 al 40% de los pacientes con SGB 
tuvieron una infección por C. jejuni (Komagamine and Yuki, 2006). Este síndrome es 
severo y posee una tasa de mortalidad de 2% mientras que el porcentaje restante se 
recupera parcial o totalmente (Briscoe et al., 1987). 
 
b) Artritis reactiva y síndrome de Reiter: es un proceso que se presenta en un 1 a 
7% de infecciones por Campylobacter. Se trata de un proceso post-infeccioso que se 
manifiesta normalmente entre los 7 y 14 días después del comienzo de los síntomas. La 
duración de la artritis oscila desde varias semanas hasta un año y aunque puede llegar a 
ser incapacitante, el pronóstico suele ser bueno (Yu et al., 2003;  García-Peña et al., sin 
año). Cuando la artritis reactiva forma parte de una triada de síntomas acompañándose 
de uretritis y conjuntivitis, el proceso se denomina síndrome de Reiter (García-Peña et 




c) Síndrome de Miller-Fisher: es una variante de SGB y se caracteriza por 
oftalmoplejía, ataxia y arreflexia, también se ha asociado con C. jejuni (Neisser et al., 
1997). 
 
4.4 Reservorio y vía de transmisión  
 
Varias especies de Campylobacter se encuentran como comensales en el tracto 
gastrointestinal de animales salvajes y domésticos. Los principales reservorios lo 
constituyen el ganado bovino, ovino, suino, roedores, todas las aves de corral, perros y 
gatos. Sin  embargo, el espectro de reservorios varía con la especie: C. jejuni tiene un 
reservorio amplio, encontrándose principalmente en pollos, mientras que C. coli es más 
frecuentemente aislada en suinos (Blaser, 2000).  
 
Una vez que Campylobacter es considerada como flora normal en muchos 
mamíferos y aves, la habilidad de estas bacterias para crecer a 42°C probablemente 
refleja su adaptación al intestino aviar. Campylobacter parece colonizar 
permanentemente el tracto gastrointestinal de las aves, sin embargo, éstas no manifiestan 
la enfermedad o en ocasiones solo se observa una diarrea leve en animales jóvenes, 
conduciendo a éstos a un estado de portador de por vida (Newell, 2001; Blaser, 2000). 
 
Se ha reportado una alta tasa de nivel bacteriano en patos y gansos, además, 
Campylobacter puede sobrevivir en el agua durante semanas, por lo cual, esta agua 
puede ser una fuente de infección para los animales domésticos. Con respecto a esto, un 
estudio realizado por Axelsson-Olson et al., en el 2005, demostraron que C. jejuni es 
capaz de infectar a un protozoario llamado Acanthamoeba polyphaga y no solo 
sobrevivir dentro de él, sino recuperar su viabilidad. Estos resultados muestran que este 
parásito puede ser un reservorio invertebrado para C. jejuni en el ambiente. 
 
El vasto reservorio animal es probablemente la fuente de la mayoría de las 
infecciones humanas. La contaminación fecal de carne a menudo ocurre durante el 
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sacrificio de los animales y la infección humana usualmente se adquiere a través del 
consumo de carne contaminada mal cocinada o por contaminación cruzada en alimentos. 
Sin embargo, Campylobacter spp también puede adquirirse a través de leche no 
pasteurizada o agua contaminada y posiblemente de las mascotas domésticas con diarrea 
(van Vliet and Ketley, 2001). 
 
Diversos reservorios ambientales pueden conducir a la infección humana por C. 
jejuni. Esta bacteria coloniza el tracto gastrointestinal del pollo principalmente en la 
capa mucosa y se transmite entre los pollos dentro de un rebaño vía fecal-oral. C. jejuni 
puede entrar en el suministro de agua, donde se puede asociar con protozoos como 
amibas de agua dulce y posiblemente formar biofilm. También puede infectar a los 
humanos directamente a través del agua potable o por el consumo de productos animales 
contaminados, tales como la leche no pasteurizada o la carne, particularmente las aves 
de corral. En los humanos, C. jejuni puede invadir la capa del epitelio intestinal, 
















Fig. 1. Algunos reservorios ambientales. 
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Han sido propuestos cuatro modos de transmisión para explicar la presencia de 
Campylobacter como fuente de infección para humanos: contacto Animal–Animal; 
contacto directo Animal–Hombre; contacto Persona–Persona y contaminación cruzada 
(Chantarapanont  et al., 2004).     
 
4.5 Aislamiento de Campylobacter 
 
Las técnicas de aislamiento de C. jejuni y C. coli ya sea a partir de alimentos o 
heces, necesitan de medios de enriquecimiento esenciales para conseguir su 
recuperación cuando las células han sufrido algún daño por estrés (Fernandez and 
Farace, 2003). 
 
Aunque no existe un método ―estándar‖ aceptado para el aislamiento de 
Campylobacter a partir de heces, alimentos o muestras ambientales, se han publicado 
algunos protocolos para realizar este cometido, por laboratorios u organizaciones con 
alto renombre a nivel mundial, tal es el caso del método propuesto por la ISO 
(International Standards Organization), la Administración de Drogas y Alimentos (FDA) 
de Estados Unidos, e inclusive, los Servicios de Laboratorio de Salud Pública (PHLS) 
del Reino Unido (Donnison, 2003). 
 
Es por ello que desde hace muchos años, una variedad amplia de medios de 
enriquecimiento y cultivo han sido propuestos para el aislamiento de Campylobacter 
spp, lo anterior, aunado a que este microorganismo puede ser ocultado por el 
crecimiento de la flora acompañante, se han desarrollado medios selectivos a los que se 
le han incorporado antibióticos y/o agentes antimicrobianos. 
 
4.5.1 Composición básica de los medios 
 
4.5.1.1 Fuente de nutrientes. 
Debido a que Campylobacter no fermenta carbohidratos, las peptonas se incluyen 
en los medios de cultivo como fuente de nutrientes. Entre diferentes caldos, el Preston 
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(Bolton and Robertson, 1982) y el Exeter (Martin et al., 1996) contienen únicamente 
extracto de carne y peptona, en tanto que el caldo Bolton y el caldo Campylobacter 
contienen peptonas, extracto de levadura y ácido alfacetoglutárico, éste último 
intermediario del ciclo de los ácidos tricarboxílicos.  
 
En cuanto a otras fuentes de energía también se les han agregado a los medios 
otros compuestos que funcionan como tal como son el piruvato, citrato, succinato, cis-
aconitato, alfa cetoglutararo, fumarato, malato y oxaloacetato, todos ellos intermediarios 
del ciclo de los ácidos tricarboxílicos. 
 
4.5.1.2 Sangre 
Muchos medios para Campylobacter contienen sangre (5-7% v/v) para eliminar 
los compuestos tóxicos del oxígeno (por ejemplo, peróxido de hidrógeno) (Bolton et al., 
1984) que se forman cuando los medios de cultivo son expuestos a la luz. Además, se ha 
visto que la sangre neutraliza los compuestos antagonistas del trimetroprim (Corry et al., 
1995). Aunque  la sangre lisada de caballo se prefiere, se pueden utilizar de otras fuentes 
tal como la sangre de cabra. Para el medio libre de sangre, la hemina, extracto de 
levadura, carbonato de sodio y el ácido alfacetoglutárico se usan para suplir la sangre 
(Line et al., 2002). 
 
4.5.1.3 Antibióticos 
La inclusión de antibióticos en medios de aislamiento es crucial para la 
recuperación de Campylobacter. Este microorganismo es resistente a varios de estos 
incluyendo: vancomicina (inhibe cocos Gram positivos); polimixina B (inhibe 
Enterobacteriaceae y Pseudomonas spp), trimetroprim (inhibe Proteus spp y cocos 
Gram positivos) y cefalosporinas (inhiben Enterobacter spp., especies de Serratia, 
Pseudomonas aeruginosa, algunos Proteus spp y Yersinia enterocolitica). La 
rifampicina fue sustituida por vancomicina en el medio Preston (Bolton and Robertson, 
1982), sin embargo, estudios posteriores (Humphrey and Cruikshank, 1985; Humphrey, 
1990) se encontró que la rifampicina tiene efectos inhibidores de las células estresadas 
de C. jejuni. 
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Entre los agentes antimicrobianos probados se han incluido en los medios como 
vancomicina, trimetroprim, polimixina B, cicloheximida, rifampicina, nistatina, 
anfotericina y cefoperazona, así como sus sales o mezclas de ellos. Todos estos 
antimicrobianos se usan para disminuir el crecimiento de microorganismos 
contaminantes, no inhibiendo el desarrollo de Campylobacter (Line et al., 2002). 
 
        También se han incluido antibióticos que inhiben hongos y levaduras, de los cuales, 
la cicloheximida fue el antifúngico más ampliamente utilizado, sin embargo, 
actualmente se considera demasiado tóxico para su inclusión en los medios 
microbiológicos y actualmente para suplir este antibiótico se permite el uso de 
anfotericina B y natamicina (Martin et al., 2002). 
 
Aunado a lo anterior, la adición diferida de antibióticos puede potenciar la 
recuperación de campylobacterias termotolerantes. En algunos protocolos, caldos 
inoculados se incuban durante 4h a 37°C seguido por la adición de antibióticos y luego 
se transfieren a microaerofilia a 42°C durante 44 h (Wallace, 1997; Jones et al., 1999). 
 
4.5.1.4 Aerotolerancia 
Con la finalidad de potenciar el crecimiento y/o la aerotolerancia de 
Campylobacter también se han agregado otros compuestos. Entre éstos se incluyen 
sulfato ferroso, ácido pirúvico y bisulfito de sodio. Se sabe que el uso de sangre en los 
medios potencia la aerotolerancia debido a que contiene el grupo heme, la catalasa y 
superóxido dismutasa (Line et al., 2002). 
 
4.5.2 Formulación de medios de pre-enriquecimiento 
 
Las muestras de alimentos y las provenientes del medio ambiente, tal como las 
muestras de agua, están contaminadas usualmente con bajos números de 
campylobacterias. La incorporación de procedimientos de pre-enriquecimiento en los 
protocolos se ha encontrado que aumentan la recuperación de Campylobacter de la 
mayoría de los tipos de muestras y generalmente este tipo de procedimientos es 
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recomendado para el análisis de alimentos, agua y otras muestras provenientes del medio 
ambiente (Bolton et al., 1984); así como para muestras fecales de pacientes que están en 
ese momento recibiendo o recibieron recientemente un tratamiento con antibióticos. 
 
El pre-enriquecimiento usualmente empieza con un procedimiento de resucitación, 
el cual es incluido para reparar el daño ocasionado a las células por el secado, 
calentamiento, presencia de pocos nutrientes, congelación y/o radicales libres de 
oxígeno. Probablemente el procedimiento de resucitación más usado consiste de 4 h de 
incubación a 37ºC (Humphrey, 1989; Bolton, 2000), para después los cultivos ser 
transferidos a 42ºC. Se recomienda que la resucitación este limitada a 4 h para prevenir 
el crecimiento excesivo de los microorganismos contaminantes (Goosens and Bultzer, 
1992).   
 
El Caldo Preston, Exeter,  Bolton, CEB (Campylobacter Enrichment Broth), Park 
& Sanders y Tran son caldos de preenriquecimiento usados comúnmente en la búsqueda 
de Campylobacter (Donnison, 2003). 
 
Inicialmente, en 1977, el desarrollo del caldo Skirrow fue la clave de éxito en los 
estudios de cepas de Campylobacter termotolerantes ya que este medio permitió la 
recuperación exitosa de estas bacterias proporcionando evidencia que vinculó la 
enfermedad a la contaminación de alimentos, en particular de pollo (Skirrow, 1977). 
 
Sin embargo, a lo largo de al menos tres décadas se han sugerido numerosos 
medios de enriquecimiento selectivos para el aislamiento de Campylobacter, tratándose 
la mayoría de las ocasiones de modificaciones de los medios ya utilizados para el 
aislamiento. Entre ellos, podemos mencionar que tomando como antecedente que 
Robinson en 1981 demostró que la presencia de un bajo número de células de C. jejuni 
en leche (2-3 bacterias/ml) son suficientes para desarrollar gastroenteritis en humanos 
adultos se hace evidente el desarrollo de un medio de cultivo que permita el 
enriquecimiento de una muestra aun cuando Campylobacter se encuentre en muy bajos 




Rothenberg et al., en 1984 desarrollaron un medio de cultivo para la recuperación 
de C. jejuni a partir de canales de pollo crudo. Dicho medio era una modificación al 
reportado por Doyle y Roman en 1982 al que se le agregó un compuesto llamado FBP 
(sulfato ferroso 0.2%, metabisulfito de sodio 0.025% y piruvato de sodio 0.05%), 
además de 0.1% de lauril sulfato de sodio y 0.075% de agar y se incubó en condiciones 
aeróbicas y microaerofílicas. Dicho medio resultó ser comparable con el reportado 
previamente por  Doyle and Roman en la recuperación de Campylobacter, sin embargo, 
el medio de Doyle fue más selectivo en la inhibición de la flora acompañante de este 
microorganismo. Ambos medios permitieron aislar a Campylobacter ya sea a las 7 o 16 
h de enriquecimiento (Rothenberg et al., 1984). 
 
El siguiente año, (1985) Ng et al., realizaron diferentes formulaciones de medios 
de cultivo para el enriquecimiento de Campylobacter en el que solo se modificaron las 
concentraciones y tipos de antibióticos usados en los medios (polimixina, colistina, 
rifampina, cefalotina y novobiocina) con la finalidad de determinar si estos compuestos 
tenían algún efecto sobre cepas de C. jejuni y C. coli encontrando que la combinación de 
antibióticos usada generalmente en los medios de cultivo para Campylobacter 
(polimixina, colistina, rifampina, cefalotina y novobiocina) usada para suprimir la flora 
acompañante en muestras clínicas, inhibían más de 10
7
 células de C. coli 
específicamente, no siendo así para C. jejuni (Ng et al., 1985). Esto podría ser de 
importancia una vez que se desee cuantificar la presencia de este microorganismo en 
muestras de alimentos. 
 
Una revisión de los métodos de aislamiento para Campylobacter fue publicado por 
Corry et al. (1995) donde estos investigadores concluyeron que aunque no existía un 
método aceptado, sí existen ciertas consideraciones generales a tomar en cuenta para 
cuando se trata de aislar a Campylobacter de alguna muestra biológica. Estos incluyen: 
a) el uso de un periodo de incubación (resucitación) a temperatura reducida (37ºC) por 4 
h previas al incubar al microorganismo a 42ºC, en esta última temperatura se incubaría 
por 48h. b) La inclusión de suplementos secuestrantes del oxígeno al medio de pre-
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enriquecimiento permitiendo con esto incubar en atmósfera aerobia los cultivos. c) Para 
el análisis de heces de pacientes infectados, una siembra directa en agar sangre o un agar 
selectivo para Campylobacter en ocasiones es recomendable a un pre-enriquecimiento 
(Donnison, 2003). 
 
Además de lo anterior, se debe tener en cuenta que los alimentos o heces que se 
van a investigar pueden estar altamente contaminados con una flora competitiva que 
hace difícil el crecimiento de Campylobacter. Por otra parte, el número puede ser escaso 
o su vitalidad disminuida o lesionada (dañada) como consecuencia de las condiciones 
ambientales, de almacenamiento y procesamiento (desecación, calentamiento, 
congelación, acidificación, etc.). Sin embargo, el daño que hasta este momento ha 
sufrido la bacteria es reversible (Fernández and Farace, 2003).  
 
Con respecto al daño que pueden sufrir las bacterias, Line y Pearson en el 2003 
desarrollaron un caldo selectivo para el desarrollo de células dañadas de C. jejuni 
mediante una técnica de monitoreo del crecimiento por capacitancia. Dicho medio está 
compuesto de los mismos ingredientes del Campy-Line agar, solo que se  eliminó el agar 
y el cloruro de trifenil tetrazolium y se  le añadió arginina. Este medio pudo recuperar 
células estresadas de Campylobacter aun en bajos números (desde 1 célula por pozo) y 
ser fácilmente utilizado con sistemas de cuantificación basados en capacitancia, sin 
embargo se estableció que debía ser probado con muestras de alimentos debido a que la 
flora acompañante pudiera influir en el desarrollo de los microorganismos (Line and 
Pearson, 2003).  
 
Dado que se había reportado que existía sensibilidad de bacterias dañadas para 
poder desarrollarse en medio con diversos antibióticos, en el 2004 Baserisalehi et al., 
desarrollaron un método que implicaba el uso de un medio libre de antibióticos y sangre 
(KB) para el aislamiento y enumeración de Campylobacter spp a partir de muestras 
ambientales. Dicho medio era sólido, sin embargo, no incluía antibióticos ni sangre, solo 
contenía triptona, lactosa, sales, indicador de pH, verde de  malaquita, glicerol y 
vitamina E. Este medio se comparó con el agar libre de sangre para Campylobacter 
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(CAT) y se encontró que el medio KB es similar al CAT en selectividad para la 
recuperación  de Campylobacter, por lo que se concluyó que este método permitía la 
detección y enumeración de Campylobacter sensible a antibióticos a partir de muestras 
medioambientales (Baserisalehi et al., 2004). 
 
4.5.3 Medios aeróbicos 
Conforme se realizaban modificaciones a los medios de cultivo, ya sea con la 
eliminación de sangre, la incorporación de agentes secuestrantes de oxígeno y variación 
de antibióticos, las opciones de medios selectivos para el aislamiento de las 
campylobacterias creció, sin embargo, la mayoría de estos todavía requería del uso de 
una atmósfera microaerofílica de incubación, lo cual hacía costoso su búsqueda e 
identificación.  
 
Por lo anterior, se empezaron a diseñar caldos que prescindieran de este tipo de 
atmósfera y permitieran la incubación aeróbica. En 1986, Shimada y Tsuji desarrollaron 
un cultivo semisólido para recuperar a C. jejuni presente en bajas cuentas (3-8 células/g 
o ml en heces y leche) el cual contenía 0.08% de agar, sangre lisada de caballo, caldo 
Brucella, carne cocida y/o caldo tioglicolato y suplementado con vancomicina, 
polimixina B, trimetroprim y anfotericina B  (formulación conocida como GAM, Gifu-
anaerobe modified) y podía ser incubado tanto en condiciones aeróbicas como 
anaeróbicas o microaerofílicas (Shimada and Tsuji, 1986). 
 
Posteriormente en 1995 Tran, probó la incorporación de la enzima Oxirasa (30 
unidades) al medio CEB (Campylobacter enrichment Broth) con la finalidad de 
recuperar a C. jejuni de alimentos artificialmente contaminados (ostras, cangrejo, 
champiñones y leche cruda) e incubado bajo condiciones aeróbicas. Los resultados 
indicaron que no hubo diferencia entre el medio CEB con Oxirasa y el CEB 
recomendado por la FDA, sin embargo, el primero fue posible incubarlo en aerobiosis, 
en tanto que  el segundo debía ser en microaerofilia. Además, el medio CEB con oxirasa  




El mismo investigador, tan solo tres años después (1998) desarrolló un medio de 
cultivo libre de sangre (BFEB, Blood Free Enrichment Broth) y que permitió el 
desarrollo de Campylobacter en condiciones aeróbicas. Dicho medio incluía carbón 
activado y fue evaluado para recuperar a Campylobacter inoculada en leche cruda, 
ostras, cangrejo y champiñones bajo condiciones aeróbicas. Aunque Tran determinó que 
la eficiencia de dicho medio fue afectada por el tipo de alimento, la cepas probadas y sus 
interacciones, él concluyó que su medio fue comparable contra el método existente de 
incubación microaerofílica reportado (Tran, 1998). 
 
La mayoría de los medios de enriquecimiento que actualmente se emplean para el 
aislamiento de Campylobacter tienen la desventaja de la necesidad de ser incubados bajo 
una atmósfera microaerofílica, con esto, los equipos requeridos para el establecimiento 
de este tipo de atmósfera representa quizá la mayor inversión para un laboratorio, lo cual 
a muchos de ellos los imposibilita para realizar pruebas de rutina y determinar la 
presencia de estos microorganismos. Aunque existen formulaciones que no necesitan la 
incubación en atmósfera microaerofílica y que aún tienen los mismos niveles de 
detección que los que sí la necesitan, se incluye forzosamente un paso adicional 
posterior que consiste en sembrar una alícuota a partir del cultivo y sembrarlo en una 
placa de agar que se deberá incubar por 48h en microaerofilia, con lo que, aunado a la 
inversión de dicha atmósfera y al tiempo requerido para aislar e identificar a la colonia 
sospechosa se hace imposible emitir un resultado a tiempo para tomar las acciones 
correspondientes. 
 
Es por lo anterior que se han buscado alternativas para  acoplar los medios de 
enriquecimiento para este patógeno a técnicas rápidas como las basadas en biología 
molecular. Aunque actualmente los métodos rápidos y sensibles para recuperar a 
Campylobacter no se usan generalmente para análisis de rutina y están restringidos para 
estudios epidemiológicos. Las técnicas moleculares como la PCR ha sido altamente 
efectivos para la detección de patógenos en alimentos, entre los que se encuentran, 
Yersinia spp, S. aureus, Listeria spp y E. coli (Gouws and Liedemann, 2005; Kawasaki 
et al., 2009). 
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Uno de los principales objetivos en el desarrollo de tecnologías  rápidas para el 
diagnóstico microbiológico es disminuir el tiempo global del ensayo, en donde en 
ocasiones se logra al desarrollar cultivos de enriquecimiento que requieran un tiempo 
corto de incubación.   
 
En este contexto, Thunberg et al., (2000) describieron el acoplamiento del PCR 
directo después de un enriquecimiento  por 48 h con medio Preston a partir de diferentes 
alimentos tales como brócoli, setas, cangrejo, leche y ostiones sin pasteurizar. Se 
determinó que la presencia de carbón activado y hierro a las concentraciones utilizadas 
en el caldo, inhibían la reacción de PCR. Debido a esto, fueron desarrolladas tres 
técnicas de extracción de DNA, de las cuales, la que empleaba una extracción con resina 
y columna, fue la que arrojó mejores resultados. No hubo diferencia entre los resultados 
de las muestras analizadas por PCR y el método tradicional. Ellos concluyen que un 
enriquecimiento de 48 h en medio Preston seguido del análisis por PCR podría ahorrar 
un día el tiempo requerido para la identificación presuntiva de C. jejuni en alimentos 
sospechosos (Thunberg et al., 2000). 
 
Así también diversos ensayos basados en PCR se han desarrollado para la 
detección de Campylobacter spp en agua (Kirk and Rowe, 1994), productos lácteos 
(Giesendorf et al., 1992; Hazeleger et al., 1994; On and Holmes, 1991) y pollo (Itoh et 
al., 1995).  
 
En general estos métodos basados en la detección de DNA de las bacterias, 
particularmente Campylobacter spp, poseen ciertas ventajas comparados con los 
métodos tradicionales: a) disminución de tiempo de ensayo, b) capacidad de identificar 
diferentes formas de Campylobacter (ej. no cultivable) y c) la capacidad de detectar 
diversos genes. Los métodos de PCR permiten la detección no solo de bacterias 
cultivables sino de Campylobacter en su forma no cultivable (Hazeleger et al., 1994). 
Específicamente en Campylobacter spp, métodos de PCR se han encontrado ser 
altamente específicos y sensibles para detectar a este patógeno en alimentos 
naturalmente contaminados (Mayr et al., 2010; Katzav et al., 2008).  
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Desafortunadamente, a pesar de la utilización de la técnica de PCR, se han 
reportado compuestos inhibidores de la reacción, los cuales pueden ser componentes de  
alimentos, heces o estar presentes en los mismos medios de cultivo. Entre este tipo de 
sustancias inhibitorias podemos mencionar, a la sangre (por la presencia del grupo heme 
o productos de degradación de la hemoglobina), EDTA (ácido 
etilendiaminotetraacético), DNA de leucocitos, sales biliares, polisacáridos complejos, 
carbón activado y hierro, entre otros (Monteiro et al., 1997; Akane et al., 1994; Morata, 
1998; Wang et al., 1992; Thunberg et al., 2000).  
 
Los medios de cultivo que directamente se han acoplado a una técnica molecular 
son escasos, generalmente se prefiere realizar una extracción previa de DNA con 
purificación del mismo mediante diversas metodologías con la finalidad de eliminar todo 
aquel compuesto que pudiera ser inhibitorio de la reacción de PCR. 
 
Los estudios actuales relacionados al acoplamiento directo del medio de 
preenriquecimiento de Campylobacter a una técnica molecular emplean la metodología 
PCR en tiempo real. Tal es el caso de Pitkänen et al., en el 2009, donde utilizaron el 
sistema llamado Portable Microbe Enrichment Unit (PMEU) para el enriquecimiento en 
condiciones microaerofílicas y lo compararon  con el método estándar ISO 17995,  con 
el caldo Bolton y Preston como enriquecimiento así como la aplicación de PCR tiempo 
real para la identificación de este patógeno. Con esto se desarrolló un método útil para el 
enriquecimiento de Campylobacter principalmente para muestras de agua, ya que fue 
posible reducir el tiempo de incubación (a 5h) para ser detectado por PCR (Pitkänen et 
al., 2009), sin embargo una desventaja que pudiera presentar este sistema es la 
manipulación de la muestra dado que es un aparato asociado a jeringas y bombas, 







4.6 Campylobacter en alimentos 
 
En el 2009, un total de 17 468 casos de infecciones transmitidas por alimentos se 
confirmaron. El número de infecciones y la incidencia por 100 000 habitantes por 
patógeno fue: Salmonella (7,039; 15.19%), Campylobacter (6033; 13.02%), Shigella 
(1849; 3.99%) entre los principales (CDC, 2009).  
 
Debido a Campylobacter tiene muchos reservorios en el medio ambiente, los 
productos alimenticios (especialmente las aves de corral, carne de res y cerdo) están en 
riesgo de contaminación durante el proceso. Afortunadamente, la mayoría de los casos 
de la enfermedad son esporádicos y los brotes relativamente raros. Ya que el organismo 
es poco probable que crezca en los alimentos, a menos que estén en una temperatura de 
abuso, la mayoría de los brotes son causados por contaminación cruzada o cocción 
insuficiente. 
 
Datos sobre leche cruda han mostrado que Campylobacter se puede encontrar 
aproximadamente en 0.5 a 12% de las muestras (Oliver et al., 2005), sin embargo, este 
patógeno es fácilmente destruido por la pasteurización de productos lácteos. Otros 
productos también pueden ser contaminados con Campylobacter si se expone a carne 
cruda o productos de aves de corral y los jugos en la cocina, o si hay contaminación por 
heces de animales en los campos donde las frutas y hortalizas se cultivan.  
 
Zhao et al., (2001) estudiaron la prevalencia de E. coli, Salmonella spp y 
Campylobacter spp en carne de pollo, pavo, cerdo y res encontrando a este último 
microorganismo en 70, 14, 1.7 y 0.5% de las muestras, respectivamente. De las cepas 
identificadas como Campylobacter el 53.6% correspondió a C. jejuni y el 41.3% a C. 
coli, en tanto que el 5.1% restante perteneció a otras especies de este género. 
 
Un estudio realizado en el periodo 2000-2001 que se basó en la búsqueda de C. 
jejuni y C. coli en bovinos, cerdos, carne de res, cerdo y pollo, Campylobacter spp se 
aisló en un 53.9% de bovinos y 63.5% de cerdos. La carne de pollo tuvo un 81.3% de 
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contaminación con esta bacteria, mientras que bajas proporciones se encontraron en 
carne de cerdo (10.3%) y res (1.3%) (Pezzotti et al., 2003). 
 
En el mismo año (2001) en Taipei, Shih determinó la prevalencia de 
Campylobacter en muestras de pollo en punto de venta ya sea mercados o 
supermercados. Se logró aislar a C. jejuni y C. coli en el 68% de las muestras de pollo 
completo, 100% en muestras de diversas partes del pollo (alas, pechugas) y en el 100% 
de las muestras de órganos (hígado y mollejas) (Shih, 2000). 
 
Kramer et al., en el 2000 analizaron un total de 489 muestras de carne de las 
cuales 198 eran de pollo (alas y pechuga). Encontraron a este microorganismo en un 
83.3% de muestras positivas para C. jejuni y C. coli de pollo seguida por cordero 
(72.9%) e hígado de cerdo (71.7%). C. jejuni predominó en las muestras de pollo 
(77.3%), cordero (75%) e hígado (49%), en tanto que C. coli predominó en hígado de 
cerdo (42.2%) (Kramer et al., 2000). 
 
En países como Nueva Zelanda, la prevalencia de C. jejuni y C. coli en pollo crudo 
fue de 89.1 y 9.1% respectivamente en cerdo aun en cuentas bajas (<0.3NMP/g) sin 
diferencia en la estacionalidad de los aislados (Wong et al., 2007). 
 
Se ha analizado la ocurrencia de Campylobacter en alimentos listos para consumo 
en Canadá, donde también se analizaron muestras de carnes crudas como pollo, cerdo y 
res. Con respecto a las muestras de pollo se aisló a Campylobacter en el 9.7% de las 
muestras siendo esto una tasa de aislamiento baja. Para el caso de las muestras de res y 
cerdo no se logró ningún aislamiento. Aunque para Canadá también se había reportado 
un índice bajo de aislamiento de este patógeno (23%) (Medeiros et al., 2008).   
 
Y después de muchos años de estudios basados en la prevalencia de estos 
patógenos, los años recientes no son la excepción. En octubre del 2009, la agencia de 
estándar para alimentos (Food Standards Agency) en el Reino Unido (UK) publicó un 
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reporte donde indicó la prevalencia de Campylobacter spp en carne de pollo en punto de 
venta de 65.2% en 927 muestras analizadas (Moore and Matsuda, 2010). 
 
Recientemente en el 2010, se analizaron muestras de carne de pollo crudo así 
como cerdo y heces de humanos para investigar la presencia de C. jejuni y C .coli. En 
las muestras de pollo se encontró a ambas especies, el 83% correspondió a C. jejuni y el 
73% a C. coli. En el caso de las muestras de cerdo, el 12% tenía C. jejuni y el 10% a C. 
coli (Kim et al., 2010). 
 
En el mismo año, Sammarco et al., realizaron un estudio donde analizaron la 
prevalencia y caracterización molecular de cepas de Campylobacter aislados de 
diferentes matrices cárnicas usando la técnica de enriquecimiento convencional y la 
filtración por membrana. Se determinó la presencia de Campylobacter spp en 80 
muestras (22.7%) de las cuales 14.1% correspondió a carne de bovino, 5.7% de cerdo y 
51.9% de carne de pollo. La recuperación por la técnica de filtración por membrana fue 
menor que el cultivo selectivo (Sammarco et al., 2010). 
 
4.7 Campylobacter en México 
 
Son escasos los reportes respecto a la incidencia de este microorganismo en 
alimentos, como es el caso del estudio realizado por Quiñones et al., (2000) en el que se 
analizaron un total de 100 muestras de tacos de pollo asado encontrando la prevalencia 
de este patógeno en el 27% de las muestras. De todos los aislados, el 19% correspondió 
a C. jejuni y el 40% a C. coli. Los autores concluyeron que la presencia de 
Campylobacter en estas muestras de producto terminado se debió a contaminación 
cruzada con el pollo crudo ya  que se empleaba la misma tabla de picar (Quiñones-
Ramírez et al., 2000). 
 
Recientemente se reportó que los investigadores del Departamento de Salud 
Pública de la Universidad de Guadalajara, realizaron una búsqueda de C. jejuni/coli en 
carne cruda de pollo en Guadalajara y Zapopan, Jalisco, México (2007). Los resultados 
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mostraron que la carne cruda de pollo, independientemente del punto de venta (42 
mercados, 19 supermercados, 25 pollerías y 12 carnicerías), presentaba una tasa alta de 
contaminación con las especies de Campylobacter. Del total, 70 (71.4%) estuvieron 
contaminadas con C.  jejuni  y C. coli. Estos autores destacaron que dicho resultado es 
mayor con respecto al registrado por el doctor Castillo, en un estudio similar en la 
ciudad de Guadalajara en 1993 ya que en aquel entonces la frecuencia fue del 33% 
(Carrillo, 2009). 
 
En el año 2010, Ordaz et al., analizaron un total de 410 muestras de pollo 
procedente de mercados y supermercados de Mérida, Yucatán, aislando a 
Campylobacter spp en el 83.4%. Después de determinar el perfil de resistencia a 
antimicrobianos de las cepas aisladas, los autores concluyeron que la tasa de incidencia 
y el nivel de resistencia representan un peligro para la salud del consumidor (Ordaz et 
al., 2010). 
 
La presencia de Campylobacter en aves de corral también se ha investigado, ya 
que en el año 2008 se realizó un estudio donde se muestrearon 30 aves de corral con la 
finalidad de buscar a Salmonella y Campylobacter, donde, con respecto a este último 
patógeno, de las 30 aves, en nueve de ellas se aisló C. jejuni y en dos C. coli. De acuerdo 
con estos resultados preliminares, es probable que estas bacterias vivan como 
comensales en el tracto intestinal del pollo de engorda en las parvadas comerciales en 
México, ello indica la utilidad, en el futuro inmediato, de realizar estudios que 
involucren segmentos representativos de la avicultura nacional (Gutiérrez-Castillo et al., 
2008). 
 
4.8 Resistencia a antibióticos 
 
Los agentes antimicrobianos se definen como sustancias que inhiben o matan a los 
microorganismos. Pueden ser sintéticos o semisintéticos o antibióticos que son 




Las principales clases de antimicrobianos se presentan a continuación, de acuerdo 
a su modo de acción y su estructura química (Tabla 2) (Prescott, 2004). 
 






Inhibidores de la pared celular 
Beta-lactámicos 












Lincosamidas Lincomicina, clindamicina 
Subunidad 
ribosomal 50S 
Tetraciclinas Tetraciclina, doxiciclina 
Subunidad 
ribosomal 30S 






Inhibidores de ácidos nucléicos 
Sulfonamidas Trimetroprim, bactrim Pteorato sintetasa 
Nitroimidazoles Metronidazol Nucleótidos/DNasaI 
Quinolonas Ciprofloxacina, ácido nalidíxico 
Topoisomerasa tipo 
II 
Inhibidores de la síntesis de RNA 
Rifamicina Rifampicina RNA polimerasa 
Fuente: Prescott, 2004 
  
La campylobacteriosis es a menudo una enfermedad autolimitante, sin embargo en 
ciertos casos el uso de antimicrobianos se justifica cuando la enfermedad afecta a 
personas ancianas, cuando tienen una enfermedad subsecuente o cuando los síntomas se 
prolongan por varios días (Allos, 2001). En estos casos el antimicrobiano de elección es 
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la eritromicina, seguido de ciprofloxacina y otros menos frecuentes incluyen la 
tetraciclina y los aminoglucósidos (Blaser and Engberg, 2008; Murray et al., 2009). Sin 
embargo ya se ha reportado la existencia de cepas resistentes a estos antibióticos 
(Uzunovic-Kamberovic, 2003). 
 
Los antimicrobianos se utilizan tanto en la agricultura como en la medicina 
veterinaria, como aditivos para piensos, y como biocidas (en el cultivo y la producción 
de fruta). El mayor uso agrícola de los antimicrobianos es en la producción de aves de 
corral, cerdos y ganado vacuno (Silbergeld et al., 2008). La resistencia a antibióticos por 
microorganismos patógenos, inicialmente se presentó como un problema en hospitales, 
ocurriendo sobre todo en países subdesarrollados, sin embargo, actualmente este 
problema afecta a todo el mundo.  
 
Aunado a lo anterior, la FDA estima que el uso de agentes antimicrobianos, usados 
en la alimentación de animales destinados al consumo humano, es mayor de 100 
millones de libras por año. Se ha estimado que del total de antibióticos producidos en 
Estados Unidos, del 36 al 70% se utilizan en la alimentación animal o en el tratamiento 
profiláctico para prevenir enfermedades de los animales (CDC, 2010).  
 
La resistencia a los antimicrobianos entre bacterias patógenas transmitidas por los 
alimentos no es infrecuente y, a menudo está asociada con el uso de agentes 
antimicrobianos en animales productores de alimentos (Stevenson et al., 2002). El CDC 
informó que estos antibióticos aplicados a los piensos de animales destinados al 
consumo y el uso de antibióticos en los seres humanos sin necesidad deben ser 
reducidos. Los países europeos han establecido normativas para lograr una reducción del 
uso de antibióticos en la alimentación animal, lo cual ha redundado en una notable 
reducción de microorganismos resistentes a los antibióticos en los seres humanos 
(Angulo et al., 2004). 
 
El incremento en la proporción de infecciones causadas por cepas de 
Campylobacter resistentes a antibióticos hace que el manejo clínico de las enfermedades 
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provocadas por estos microorganismos sea más difícil. Se sabe que la resistencia a 
antibióticos puede prolongar la enfermedad y sobre todo, complicar el tratamiento de los 
pacientes con bacteriemia. En los países industrializados, la aparición de cepas de C. 
jejuni resistentes a fluoroquinolonas ilustra la necesidad de hacer un uso más racional de 
los antibióticos en la producción de animales de abasto. 
 
Después de que a principios de los años 90 se aprobase en Europa el uso de 
fluoroquinolonas como suplemento alimenticio en producción animal, el número de 
cepas de C. jejuni resistentes que se aíslan en seres humanos ha ido en aumento. 
Además, el incremento en la proporción de infecciones causadas por cepas resistentes a 
antibióticos hace que el manejo clínico de los casos de campylobacteriosis sea más 
difícil.  
 
Actualmente existen reportes enfocados en la resistencia de Campylobacter a 
antimicrobianos, tal es el caso de un estudio realizado por Pezzotti et al., (2003) donde 
probaron la resistencia a antibióticos de C. jejuni y C. coli aisladas de diversas fuentes 
(pollos y cerdos vivos, así como su carne) y fueron comparadas con aislados de 
humanos. Los resultados indicaron que C. coli fue más resistente a quinolonas que C. 
jejuni, siendo además, resistente a estreptomicina y tetraciclina. 
 
Para el caso de C. coli se han realizado otras investigaciones, como por ejemplo la 
realizada por Delsol et al. (2004) donde se sometió a cerdos a un tratamiento de 
enrofloxacina por varios días y posteriormente se determinó el patrón de resistencia a 
antibióticos de C. coli nativa. Sus resultados indicaron que antes del tratamiento ninguna 
cepa fue resistente a quinolonas, sin embargo, cepas de C. coli resistentes se aislaron de 
los cerdos 35 días después del tratamiento. Este estudio aportó evidencia de que un 
simple tratamiento con enrofloxacina contribuyó directamente en la inducción de 
resistencia a fluoroquinolonas.   
 
Siguiendo con estos estudios, se ha encontrado que cepas de Campylobacter son 
generalmente más resistentes a tetraciclinas, quinolonas y macrólidos y generalmente 
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suceptible a  aminoglucósidos tales como la gentamicina, la cual es comúnmente usada 
en la producción del alimento de animales y como medicina humana (Alfredson et al., 
2007; GE et al., 2005; Gupta et al., 2004). 
 
4.8.1 Mecanismo de resistencia 
 
4.8.1.1 Fluoroquinolonas 
La familia de las fluoroquinolonas contiene antibióticos de amplio espectro, donde 
el ácido nalidíxico, el cual no contiene fluor, es el compuesto más representativo. El uso 
de las quinolonas en animales se ha estimado ser de 50 toneladas en países desarrollados 
mientras que las variedades usadas en animales alcanzan las 70 toneladas. El blanco de 
este grupo de antibióticos son dos enzimas microbianas, la DNA girasa y la DNA 
topoisomerasa IV. Dichas enzimas son topoisomerasas bacterianas tipo II asociadas a la 
transcripción, replicación, condensación del cromosoma y segregación (Aarestrup and 
Engberg, 2001).  
 
Se ha demostrado resistencia mediada por un plásmido que contiene al gen qnr 
(quinolona reistencia) que codifica a la proteína Qnr la cual se une a la DNA girasa y la 
topoisomerasa IV (Smith et al., 2010), o bien debida a una mutación en la región 
determinante de resistencia a quinolona (QRDR) del gen gyrA, además de poseer una 
bomba efflux CmeABC la cual contribuye a la multirresistencia a antibióticos en 
Campylobacter (Smith et al., 2010). 
 
4.8.1.2 Macrólidos 
La resistencia a macrólidos predomina en C. coli, en tanto que en C. jejuni no 
excede del 10% e involucra dos mecanismos llamados modificación y bomba efflux. La 
mutación en el RNAr 23S bloquea la interacción de los macrólidos a la subunidad 
ribosomal 50S y ello confiere resistencia a macrólidos (Jensen and Aarestrup, 2001; 
Vacher et al., 2003; Gibreel et al., 2005; Mamelli et al., 2005). Mutaciones en estas 
posiciones probablemente bloquean la unión de los macrólidos a su sitio en la subunidad 
ribosomal 23S (Pfister et al., 2004). 
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Se ha reportado tanto resistencia a macrólidos y fluoroquinolonas como co-
resistencia (resistencia a ambos antibióticos) y multirresistencia (resistencia a 
antibióticos adicionales como tetracilcina, gentamicina y cefotaxima). Aunque las 
especies de Campylobacter son naturalmente sensibles a fluoroquinolonas y macrólidos 
(Engberg et al., 2001). La resistencia a macrólidos es más prevalente en Campylobacter 
aislados de animales ya que se han relacionado con su uso como promotores del 
crecimiento, especialmente en cerdos (Gibreel and Taylor, 2006).  
 
4.8.1.3 Tetraciclina  
Algunos autores han reportado que la resistencia a tetraciclina de Campylobacter 
puede ser mediada por un plásmido únicamente transferible entre especies de 
Campylobacter (Taylor and Courvalin, 1988). El nivel alto de resistencia a tetraciclina 
se ha asociado principalmente con el gen tet(O) el cual puede ser transmitido por 
plásmidos, dicho gen sintetiza una proteína de protección ribosomal Tet(O) que se une al 
ribosoma bacteriano y desplaza a la tetraciclina (Connel et al., 2003; Trieber et al., 
1988; Taylor et al., 1983). La bomba efflux CmeABC también ha sido implicada como 
resistencia intrínseca o adquirida a tetraciclina de este patógeno (Lin et al., 2002; 
Pumbwe and Piddock, 2002; Gibreel et al., 2007). 
 
4.8.1.4 Otros antibióticos   
La resistencia a aminoglucósidos es mediada por modificación enzimática que 
provoca una disminución de la afinidad de estos antibióticos del RNAr al sitio A (Llano-
Sotelo et al., 2002). Estas enzimas se llaman aminoglucósido acetiltransferasas, 
aminoglucósidos adeniltransfersas y aminoglucósido fosfotransferasas, esta última es la 
más comúnmente encontrada en C. jejuni y C. coli (Taylor et al., 1988; Tenover et al., 
1992). Mientras que Campylobacter spp es inherentemente resistente a muchos -
lactámicos, aún permanecen susceptibles a amoxicilina y ampicilina (Tajada et al., 
1996). Aislados de C. jejuni y C. coli son capaces de producir -lactamasas las cuales 




4.8.2 Resistencia a antibióticos de cepas de Campylobacter aisladas de alimentos 
 
En el 2000, Sáenz et al. encontraron que los aislados de Campylobacter spp 
provenientes de pollo para asar y cerdo, presentaban una muy alta resistencia a la 
ciprofloxacina (99%), mientras que los aislados de humanos presentaron menor grado de 
resistencia (72%); además se observó resistencia cruzada con ácido nalidíxico. Cuando 
se comparó la resistencia de los aislados de cerdos a otros antibióticos, se encontraron 
niveles variables de resistencia como a la eritromicina del 81.1%, a la ampicilina del 
65.7%, a la gentamicina del 22.2%,  y a la amikacina del 21.6 %. La resistencia de los 
aislados humanos fue menor (34.5, 29.3, 8.6 y 0 % respectivamente) (Sáenz et al., 
2000). 
 
En el mismo año, Kramer et al., analizaron un total de 489 muestras de carne de 
las cuales 198 eran de pollo (alas y pechuga). Encontraron que C. jejuni predominó en 
las muestras de pollo (77.3%), cordero (75%) e hígado de buey (49%), en tanto que C. 
coli predominó en hígado de cerdo (42.2%). A dichas cepas se les determinó su perfil de 
resistencia a antimicrobianos frente a ampicilina, cloramfenicol, eritromicina, 
gentamicina, kanamicina, neomicina, ácido nalidíxico y tetraciclina. Con respecto a los 
aislados de pollo de C. jejuni se encontró un alto nivel de multirresistencia (12.9%) 
mostrando mayor resistencia a ampicilina (60.8%) y tetraciclina (35.6%). Para el caso de 
C. coli aislado de pollo se encontró que el 71.4% de los aislados fueron resistentes al 
menos a un antibióticos. Para este caso la mayor resistencia se presentó para ampicilina 
(57.1%) seguido de tetraciclina (35.7%) y 14.3% a ácido nalidíxico (Kramer et al., 
2000). 
 
En un estudio realizado por Hong et al., en el 2007 se evaluó la prevalencia de 
Campylobacter en muestras de cárnicos en Korea. De los aislados, la mayor resistencia 
fue para doxicilina (97.5%) seguido de cirpofloxacina (95.9%), ácido nalidíxico (94.6%) 
tetraciclina (94.6%), enrofloxacina (84.2%) y eritromicina (13.6%). El 93.4% de los 
aislados mostraron multirresistencia a 4 o más antibióticos. Con respecto a las cepas de 
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C. jejuni y C. coli, se encontró que la segunda fue más resistente que la primera (Hong, 
et al., 2007). 
 
Recientemente en el 2010, se analizaron muestras de carne de pollo crudo así 
como cerdo y heces de humanos para investigar la presencia de C. jejuni y C. coli. Al 
realizar la susceptibilidad a antimicrobianos de los aislados se determinó una alta tasa de 
resistencia a tetraciclina (92.2%), ácido nalidíxico (75.6%), ciprofloxacina (65%), 
azitromicina (41.5%), ampicilina (33.3%) y estreptomicina (26.1%) (Kim et al., 2010). 
 
El mismo año, Sammarco et al. 2010 realizaron un estudio donde analizaron la 
prevalencia y caracterización molecular de Campylobacter aislados de diferentes 
matrices cárnicas. Se determinó la presencia de Campylobacter spp en 80 muestras 
(22.7%) de las cuales 14.1% fue de carne de bovino, 5.7% de cerdo y 51.9% de carne de 
pollo. Entre los aislados de Campylobacter de la carne de pollo, el 86.5% fue resistente a 
múltiples antibióticos. La resistencia a la ciprofloxacina (51.3%) y enrofloxacina 
(52.7%) fue menor que al ácido nalidíxico (71.6%). Las cepas de C. coli mostraron alta 
resistencia cruzada a quinolonas y fluoroquinolonas así como a la tetraciclina 
(Sammarco et al., 2010). 
 
Por todo lo anterior, en esta investigación nos propusimos desarrollar un medio de 
cultivo que no requiriera incubación microaerofílica, que además de ser empleado para 
muestras a partir de alimentos, también fuera posible acoplarlo a métodos moleculares 
como la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para que finalmente 
disminuyera el tiempo de obtención de resultados.  
  
De la misma manera, debido a que no se conoce en México el grado de resistencia 
de cepas de Campylobacter aisladas de alimentos, en el presente trabajo pretendimos 
determinar su esquema de resistencia a antimicrobianos con lo que se pudiera establecer 







C. jejuni y C. coli son considerados microorganismos fastidiosos debido a los 
requerimientos para su crecimiento, especialmente la necesidad de una atmósfera 
microaerofílica, quizá por esta razón en México no existe un número significativo de 
datos epidemiológicos confiables que soporten la presencia y la importancia clínica de 
especies de Campylobacter, e incluso nuestra normativa no la contempla como un punto 
de control para los alimentos que la población consume.   
 
Con conocimiento de lo anterior la propuesta de esta investigación radicó en el 
desarrollo de un medio de cultivo que no requiriera incubación microaerofílica, que 
pueda ser empleado para muestras de alimentos, principalmente carne de cerdo y pollo,  
e inclusive ser acoplado a métodos moleculares relativamente comunes como la técnica 
de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para que finalmente pudiera disminuirse 
la complejidad y el tiempo de obtención de resultados tomando con ello acciones 
adecuadas para que conlleven a la eliminación de estos patógenos en diversas muestras 
ambientales y disminuir el peligro hacia el consumidor.  
 
Además, se realizó un estudio epidemiológico sobre la incidencia de C. jejuni y C. 
coli tanto en carne de cerdo, pollo (tanto crudo como cocido) y posteriormente se 
determinaron los perfiles de resistencia a antimicrobianos de dichas cepas.  Los reportes 
de estos patógenos presentes en nuestra región aún son escasos lo que esto contribuye a 
determinar el riesgo potencial que representan estos microorganismos al estar presentes 
en alimentos. 
 
Tomando a consideración que en nuestro país el consumo de productos derivados 
del cerdo y pollo es elevado, resulta considerablemente importante conocer la incidencia 
de este microorganismo, el establecer un sistema de identificación a nivel laboratorio 
que facilite su identificación y acelere la toma de decisiones en lo que a este 
microorganismo involucre. Consideramos que este estudio también tiene implicación 
directa en la determinación del grado de resistencia a antibióticos de la cepa o cepas de 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
6.1 Cepas bacterianas 
 
Las cepas bacterianas que se usaron como controles en este estudio fueron: 
Campylobacter jejuni NADC 5653 (aislado de pollo vivo) la cual fue donada por la Dra. 
Irene V. Wesley del Centro Nacional de Enfermedades Infecciosas del Departamento de 
Agricultura de EE. UU, en Ames Iowa. Así como, las cepas de C. jejuni 50sp, 57sp, 
173ip, 180ip, 193ip y 238ip (las dos primeras aisladas de personas sanas y las restantes 
de casos clínicos diarreicos), donadas por el Dr. Guillermo Ruíz Palacios del Depto. de 
Enfermedades Infecciosas del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición de la 
Cd. de México.   
 
Para el caso de C. coli se usaron los aislados nativos 1, 19 (ambas de hisopados 
cloacales de pollo), 49 (carne de pollo cruda), 75 y 81 (ambas de hisopado cloacal de 
cerdo vivo y pavo vivo respectivamente), las cuatro primeras aisladas en Salinas 
Victoria y la última en Gral. Mariano Escobedo, N.L 
  
Todas las cepas de C. jejuni y C. coli fueron confirmadas por pruebas bioquímicas 
convencionales y mediante la técnica de PCR según el protocolo descrito por Cloak y 
Fratamico (2002). 
 
Asimismo, se usó la cepa de Escherichia coli ATCC 43894 donada por Lynn 
MacLandsborough del Departamento de Ciencia de los Alimentos de la Universidad de 
Massachusetts, Amherst, de EE.UU.  
 
6.2 Mantenimiento y activación de las cepas 
 
Todas las cepas de C. jejuni y C. coli se mantuvieron como cultivo de reserva en 
caldo infusión cerebro corazón suplementado con 0.6% de extracto de levadura 
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(ICC+EL, Difco) y 20% de glicerol a -80ºC. Para su activación, se tomó una alícuota de 
50µl de dicho cultivo y se inoculó en 5ml de caldo ICC+EL y se incubó por 48h a 42ºC 
en microaerofilia (10% CO2). Posteriormente, se sembró una asada de este cultivo en 
placas con agar Brucella suplementado con 5% de sangre hemolizada (ABS, Difco), las 
cuales se incubaron en microaerofilia a 42ºC por 48h. 
 
Para el caso de E. coli, la cepa se mantuvo a 4ºC en agar ICC (Difco) en pico de 
flauta y cada tres meses se realizaron resiembras. Para la activación de este 
microorganismo, se tomó una asada del cultivo anterior y se estrió en placas con agar 
ICC. Las placas se incubaron a 37ºC por 24h. 
  
6.3 Desarrollo de un medio de cultivo aeróbico 
 
6.3.1 Caldos de enriquecimiento 
Se realizó un medio de cultivo libre de sangre y libre de carbón activado (M-
BFEB) basados en la composición del medio libre de sangre (BFEB) propuesto por Tran 
(1998) y se comparó contra otros tres medios usados como controles conocidos como 
Preston, Bolton y BFEB.  
 














Tabla 3. Composición de los caldos de enriquecimiento. 
























Extracto de carne 
(O) 
10 




5 Peptona (D) 10 Peptona (D) 10 
NaCl (JTB) 5 
Extracto de 
levadura (D) 
5 NaCl (JTB) 5 NaCl (JTB) 5 
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de sodio  (SA) 
0.032 
Cefoperazona 







0.02     
* Fórmula Bolton, medio M28a de la FDA, Bacteriological Analytical Manual. 
** Medio libre de sangre (BFEB) desarrollado por Tran.
 
 
Marca: D: Difco, BD, Sparks, MD. JTB: J. T. Baker, Phillipsburg, NJ. SA: Sigma 





Para la preparación de los caldos de enriquecimiento se pesaron los ingredientes 
(Tabla 3), se disolvieron en agua destilada y se esterilizaron a 121ºC por 15 min. 
Después de esterilizados se agregaron los suplementos (sangre hemolizada y/o 
antibióticos correspondientes). 
 
 6.3.2 Límite de detección y sensibilidad en la recuperación de C. jejuni y C. coli 
La cepas activadas de C. jejuni (NADC 5653, 50sp, 57sp, 173ip, 180ip, 193ip y 
238ip) y C. coli (1, 19, 49, 75 y 81) se estriaron en placas con agar ABS y se incubaron a 
42ºC por 48 h en microaerofilia. Pasado el tiempo de incubación, se tomaron algunas 
colonias con hisopos estériles y se homogenizaron con solución salina fisiológica estéril 
[0.85% NaCl (J.T. Baker) p/v]. Los cultivos se ajustaron al tubo No 0.5 del Nefelómetro 
de McFarland a 600nm (aproximadamente 1.5 X 10
8
 UFC/ml). Una vez ajustado el 
cultivo, se realizaron diluciones decimales seriadas en solución salina fisiológica estéril 
hasta alcanzar 1 UFC/ml. Para verificar las cuentas de cada dilución, se tomó una 
alícuota de 1ml y se sembró por extensión en superficie en placas con agar ABS las 
cuales se incubaron por 48h a 42ºC en microaerofilia. 
 
Un mililitro de cada dilución se inoculó en 10ml de cada uno de los caldos de 
enriquecimiento (Preston, Bolton, BFEB y M-BFEB). Los tubos se incubaron a 42ºC en 
microaerofilia en el caso del medio Preston y Bolton y en aerobiosis para el medio 
BFEB y M-BFEB. A las 24 y 48h de incubación se tomó una alícuota de 1ml y se 
realizó la técnica de PCR que después se explica. Además, se tomaron 100µl y se 
plaquearon en placas con agar ABS que posteriormente se incubaron por 24 y 48h a 
42ºC en microaerofilia. Pasado el tiempo de incubación, se determinó la presencia o 
ausencia de colonias de Campylobacter a partir de cada dilución.  
 
6.3.3 Ensayo de PCR 
a) Extracción de DNA: un mililitro de cada cultivo de enriquecimiento se 
centrifugó por 8 min a 9000 x g (Microcentrífuga Eppendorf modelo 5415C). El 
precipitado se resuspendió en 1ml de solución salina fisiológica estéril y se lavó dos 
veces en las mismas condiciones. El precipitado final fue resuspendido en 100µl de agua 
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miliQ y se calentó en baño de agua (98-100ºC por 20 min). Después de esto, se 
centrifugó por última ocasión y 5µl del sobrenadante se usaron como templado para la 
amplificación. 
 
La PCR múltiple para identificar a C. jejuni y/o C. coli se realizó mediante la 
metodología propuesta por Cloak y Fratamico (2002). En la cual, la reacción de 
amplificación constó de un volumen final de 50µl, conteniendo 5µl del DNA templado, 
Tris-HCl 10mM pH 8.4, KCl 50mM, 200µM de cada uno de los cuatro 
desoxinucleótidos trifosfatados (BIOLINE, México), 0.40µM de cada oligonucleótido 
(Tabla 4) y 1.25U de Taq DNA polimerasa (BIOLINE, México). El protocolo de 
amplificación se llevó a cabo en un termociclador ThermoHybaid (Modelo HBPX110) 
donde las condiciones fueron: paso inicial de desnaturalización de 94ºC por 4 min, 
seguido de 30 ciclos que comprendieron 94ºC por 1 min, 52ºC por 1 min y 72ºC por 
1min, además, un ciclo final de extensión de 72ºC por 5min. 
 































Los productos de la amplificación se corrieron en un gel de agarosa al 2% a 
100V y se visualizaron al ser teñidos con bromuro de etidio (50µg/ml). Los geles fueron 




6.3.4 Influencia de la flora competidora para la recuperación de C. jejuni y C. coli 
en los medios de enriquecimiento 
Se evaluó la capacidad de cada medio de enriquecimiento para recuperar a C. 
jejuni y C. coli en presencia de E. coli. Para esto, la cepa activada de E. coli ATCC 
43894 se estrió en placas con agar ICC y se incubaron a 37ºC por 24h en aerobiosis. 
Pasado el tiempo de incubación, se tomaron colonias con hisopos estériles y se 
homogenizaron con solución salina fisiológica estéril. Los cultivos se ajustaron al tubo 
No 0.5 del Nefelómetro de McFarland a 600nm (aproximadamente 1.5 X 10
8
 UFC/ml). 
Después de esto, se realizaron diluciones decimales seriadas en solución salina 
fisiológica estéril hasta alcanzar 1 UFC/ml. Para verificar las cuentas de cada dilución, 
se tomó una alícuota de 1ml y se sembró por extensión en superficie en placas con agar 
ICC las cuales se incubaron por 24h a 37ºC en aerobiosis. Finalmente se realizaron los 
conteos en UFC/ml. 
 
Antes del ensayo del co-cultivo (es decir, mezclas de células de C. jejuni o C. 
coli con E. coli) C. jejuni y/o C. coli-E. coli se determinó la capacidad de ésta última 
para desarrollarse en cada uno de los medios utilizados para el enriquecimiento de las 
cepas de Campylobacter. Para ello se inoculó un cultivo activado de E. coli (1% v/v) en 
10ml de cada uno de los medios. El medio Preston y Bolton se incubaron en 
microaerofilia en tanto que el medio BFEB y M-BFEB en aerobiosis, todos  a 42ºC por 
48h. Pasada la incubación, se tomó una alícuota de cada tubo (100µl) y se estrió en 
placas con agar ABS las cuales se incubaron en microaerofilia por el mismo tiempo y 
temperatura. Después de esto se observó la presencia o ausencia de crecimiento de E. 
coli. 
 
Una vez determinado que los medios de enriquecimiento sí soportaron el 
crecimiento de E. coli se realizó un co-cultivo con cepas de C. jejuni y/o C. coli. Para 
este caso, se prepararon diluciones decimales desde 1X10
8
 hasta 1 UFC/ml para cada 
cepa, empleando para este ensayo  C. jejuni NADC 5653 y C. coli 19. Se inocularon 
tubos con 10ml de cada caldo de enriquecimiento con 500µl de cada dilución bacteriana 
tanto de C. jejuni, C. coli y E. coli. Se realizaron inóculos a igual concentración, es decir 
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proporción 1:1 de C. jejuni o C. coli y E. coli, así como, concentraciones diferentes tal 
como se explica en la Tabla 5. 
 
Tabla 5. Inóculo de cepas de C. jejuni, C. coli y E. coli a fin de comparar la influencia de 
la flora competidora en la recuperación de cepas de Campylobacter. 
TRATAMIENTO 
C. jejuni  
NADC 5653 
(UFC/ml) 





1 10 -- 10 
2 1x 10
2






























 -- 1x 10
8
 
9 -- 1 1 
10 -- 10 10 



































18 10 -- 1x 10
8
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26 -- 10 1x 10
7
 
27 -- 10 1x 10
6
 




















32 -- 1x 10
6
 10 





Los caldos se incubaron en microaerofilia para el caso de Preston y Bolton y en 
aerobiosis para BFEB y M-BFEB, todos por 48h a 42ºC. Después de ese tiempo, se 
tomó una alícuota de 100µl de cada tubo y se estriaron en agar Campy-Cefex (agar 
Brucella [Difco] 44g/L, sulfato ferroso heptahidratado [J.T. Baker] 0.5g/L, bisulfito de 
sodio [Sigma] 0.2g/L, piruvato de sodio [Sigma] 0.5g/L, cefoperazona de sodio [Fluka]  
33mg/L, Cicloheximida [Sigma] 200mg/L y 50ml de sangre hemolizada). Las placas se 
incubaron por 48h a 42ºC bajo microaerofilia. Finalizada la incubación, se determinó el 
crecimiento de las colonias de Campylobacter, la cuales, en dicho agar son rosadas, 
pequeñas, planas y con bordes definidos, en tanto que las colonias de E. coli son 
rizoides, gris-verdosas, grandes e irregulares. 
 
6.3.5 Recuperación de C. jejuni/coli inoculada artificialmente en piel de pollo 
   La tasa de recuperación de C. jejuni y C. coli inoculada artificialmente en piel de 
pollo se realizó de la siguiente manera: se adquirieron muestras de piel de pollo ya sea 
de muslo o pechuga en supermercados de Monterrey N. L, México.  
 
Las muestras predominantemente se encontraban congeladas y para determinar si 
naturalmente estaban contaminadas con Campylobacter spp se procedió según la 
metodología publicada por el BAM capítulo 7 con algunas modificaciones. Para esto, se 
pesaron 25g de muestra y se enriquecieron en 100ml de caldo Bolton, el cual se incubó a 
37ºC por 4h en aerobiosis y posteriormente 44h más a 42ºC en microaerofilia. Pasado el 
tiempo de incubación, se tomó una alícuota de 100µl y se estrío en placas con agar 
Campy-Cefex. Después de una incubación de 48h a 42ºC en microaerofilia, se determinó 
la presencia o ausencia de Campylobacter spp.  En el caso donde se encontró la 
presencia de Campylobacter en muestra sin inocular, todo el ensayo posterior se 
desechó. 
 
Simultáneamente, se realizaron diluciones decimales seriadas de C. jejuni NADC 
5653 y C. coli 19 y fueron mezcladas en proporción 1:1 a diferentes concentraciones (10 
a 1X10
6
 UFC/ml). Se tomó una alícuota de 250µl de cada dilución y se inoculó en 6.25g 
de piel de pollo. Este procedimiento se realizó en no más de 60 min y posteriormente se 
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agregaron 25ml de cada caldo de enriquecimiento (Preston, Bolton, BFEB y M-BFEB) 
en bolsas de 4 onzas Whirl-Pak (Nasco, Ft. Atkins, WI). Los cultivos se incubaron a 
42ºC por 24 y 48h en microaerofilia para los dos primeros y en aerobiosis para los 
últimos. Después de la incubación, se tomó 1ml de cada cultivo y se realizó la técnica de 
PCR previamente descrita. Además, se tomó una alícuota de 100µl que se estrió en 
placas de agar Campy-Cefex y se incubaron a 42ºC por 48h en microaerofilia. 
Finalmente, se determinó la presencia o ausencia de Campylobacter spp en la muestra. 
Como control negativo, se procesó una muestra no inoculada. 
 
6.3.6 Recuperación de C. jejuni y C. coli inoculada artificialmente en carne de cerdo 
Para este caso se usaron las cepas de C. jejuni NADC 5653 y C. coli 19 y  la 
metodología de inoculación descrita por Tran (1998) en donde a 49ml de medio de 
enriquecimiento (Preston, Bolton, BFEB y M-BFEB) se agregó 1ml de cada dilución de 









 UFC/ml) y 5g del alimento que comprendió carne de cerdo tipo bistec, costilla, 
milanesa o chuleta. En esta ocasión se seleccionó un espacio de cabeza (espacio de aire 
desde la superficie del cultivo hasta la tapa del tubo) de 17%.  
 
Los cultivos se incubaron en microaerofilia para el caldo Preston y Bolton y en 
aerobiosis para los restantes a 42ºC por 24 y 48h. Cumplido el tiempo de incubación se 
tomó una alícuota de 100µl y se estrió en agar Campy-Cefex el cual se incubó a 42ºC 
por 48h en microaerofilia. Finalmente, se determinó la recuperación de C. jejuni y C. 
coli en la carne de cerdo inoculada artificialmente por detección de presencia o ausencia 
de las cepas. 
 
6.4 Prevalencia de Campylobacter spp en muestras alimentos 
 
6.4.1 Obtención de las muestras de carne de pollo  
Se analizaron un total de 204 muestras de pollo crudo consistiendo de alitas con 
piel y hueso obtenidas en el periodo octubre del 2006 a septiembre de 2008.  
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La colecta de las 204 muestras fueron: 95 en octubre de 2006 a febrero de 2007; 
24 en el periodo agosto-septiembre 2007; 68 en junio-julio 2008 y 17 en septiembre de 
2008. Todas fueron adquiridas en cinco municipios del área metropolitana de  Monterrey 
Nuevo León (San Nicolás, Escobedo, Guadalupe, Monterrey y Apodaca). El muestreo 
fue aleatorio obteniéndose de supermercados y mercados ambulantes, sin tomar en 
cuenta la marca comercial. 
 
Se analizaron también 50 muestras de pollo cocido, entre diciembre del 2006 y 
marzo del 2007 (Tabla 6). Las muestras analizadas consistieron de alimentos variados, 
los cuales incluían, pollo asado, frito y rostizado. El muestreo se realizó aleatorio, de la 
misma manera que en el caso del pollo crudo.  
 
6.4.2 Obtención de las muestras de carne cerdo  
Se analizaron 150 y 49 muestras de carne de cerdo crudo y cocido 
respectivamente. Las muestras se adquirieron de igual manera en supermercados y 
mercados ambulantes de Monterrey N. L. y municipios de su área metropolitana. Este 
muestreo se realizó entre diciembre 2006 y marzo 2007 (Tabla 6).  
 
Todas las muestras fueron colectadas en su empaque original y transportadas a 














Tabla 6. Relación de muestras analizadas. 
 





Carne de cerdo 
cocida 
Carne de pollo 
cruda 













Todo tipo, con 
piel 
Pollo asado, frito 







































6.4.3 Procesamiento de las muestras de alimentos 
Para la búsqueda de C. jejuni y C. coli en las muestras de alimentos se siguió este 
procedimiento (BAM, capítulo 7): 
 
Se pesaron tres veces 25g de la muestra (en el caso de pollo, principalmente piel) 
y se colocaron en bolsas estériles Whirl-Pak (Nasco, Ft. Atkins, WI), posteriormente se 
agregaron a cada muestra 100ml de caldo de enriquecimiento ya fuera Bolton, BFEB o 
M-BFEB. El caldo Bolton se incubó 4h a 37ºC en aerobiosis y posteriormente 44h más 
en microaerofilia a 42ºC. Para el caso de los cultivos de BFEB y M-BFEB se incubaron 




Pasado el tiempo de incubación se tomaron 100µl de cada cultivo y se estriaron 
en placas con agar Campy-Cefex las cuales se incubaron por 48h a 42ºC de nuevo en 
microaerofilia. Se seleccionaron las colonias características de Campylobacter en dicho 
agar, se resembraron en agar ABS cuyas placas se incubaron bajo las mismas 
condiciones que el Campy-Cefex. Al mismo tiempo se tomó una alícuota de 1ml de cada 
cultivo al que se le realizó directamente la técnica de PCR mencionada anteriormente.  
 
A las colonias presuntivas de Campylobacter se les realizaron pruebas 
bioquímicas convencionales para determinar la especie, las cuales consistieron en 
Tinción Gram con fuscina básica 0.5% como contraste (Gram negativa), observación de 
la movilidad en fresco bajo un microscopio de contraste de fases (movilidad tipo 
―sacacorcho‖), reacción positiva a la oxidasa y a la catalasa, no fermentación de 
carbohidratos en agar triple azúcar-hierro (TSI) e hidrólisis del hipurato al 1%, positiva 
para C. jejuni y negativa para C. coli. Como prueba confirmatoria de C. jeuni o C. coli, 
las cepas aisladas se sometieron a la técnica de PCR. 
 
Una vez identificados y confirmados, todos los aislados de C. jejuni y C. coli se 
sembraron en caldo ICC+EL y se incubaron 48h a 42ºC en microaerofilia. Después, se 
tomó 1ml y se colocó en crioviales estériles con glicerol (20% v/v, Sigma) los cuales se 
mantuvieron a -80ºC hasta su uso posterior. 
 
6.4.4 Calidad microbiológica de las muestras de alimentos 
A las muestras de carne de pollo y cerdo tanto cruda como cocida, además de la 
búsqueda de C. jejuni y C. coli, se les determinó la calidad microbiológica, para lo cual 
se realizó la cuenta de bacterias mesofílicas aerobias, mohos y levaduras, bacterias 
coliformes totales y bacterias coliformes fecales según la metodología reportada por la 
Normativa Oficial Mexicana, siendo éstas las NOM-092-SSA1-1994: Método para la 
cuenta de bacterias aerobias en placa, así como la NOM-111-SSA1-1994: Método para 
la cuenta de mohos y levaduras en alimentos, NOM-113-SSA1-1994: Método para la 
cuenta de microorganismos coliformes totales en placa y la metodología reportada por el 
BAM Capitulo 4 para coliformes fecales respectivamente. 
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6.5 Determinación del perfil de resistencia a antimicrobianos de las cepas aisladas 
 
Para la determinación del perfil de resistencia a antimicrobianos se seleccionaron 
los antibióticos más comúnmente usados para el tratamiento de la campylobacteriosis: 
azitromicina (AZM, 15µg), ácido nalidíxico (NA, 30µg), eritromicina (E, 15µg), 
tetraciclina (TE, 30µg), gentamicina (CN, 10µg), ciprofloxacina (CIP, 5µg) y ampicilina 
(25µg) (Oxoid, Cambridge, UK). Se utilizó la metodología de Kirby-Bauer (1966) que a 
continuación se describe. 
 
Todos los aislados nativos de C. jejuni y C. coli (C. jejuni NADC 5653 y C. coli 
19 se usaron con controles) se sembraron en agar Mueller Hinton (Difco) con 5% de 
sangre hemolizada (MHS) y se incubaron por 48h a 37ºC en microaerofilia. De los 
cultivos desarrollados en las placas, se tomaron colonias con hisopos estériles y se 
homogenizaron con solución salina fisiológica estéril. Se ajustaron al tubo No 0.5 del 
Nefelómetro de McFarland a 600nm (aproximadamente 1.5 X 10
8
 UFC/ml). Después de 
esto, se realizaron diluciones decimales seriadas en solución salina fisiológica estéril 
hasta alcanzar 10 UFC/ml. Para verificar las cuentas de cada dilución, se tomó una 
alícuota de 1ml y se sembró por extensión en superficie en placas con agar ICC las 
cuales se incubaron por 48h a 37ºC en microaerofilia. Finalmente se realizaron los 
conteos. 
 
De la dilución 1X10
6 
UFC/ml se tomó una alícuota de 100µl y se sembró por 
extensión en placas de agar MHS con ayuda de un asa de Digraskly y se dejó reposar a 
temperatura ambiente por un máximo 10min. Posterior a eso, se colocaron sensidiscos 
de los antibióticos anteriormente referidos con la ayuda de unas pinzas estériles. Una vez 
colocados se incubaron por 48h a 37ºC en microaerofilia. Pasado el tiempo de 
incubación se determinó si había inhibición o no en el crecimiento de C. jejuni y C. coli, 





6.6 Análisis estadístico 
 
Todos los ensayos se realizaron por triplicado a excepción del procesamiento de 
las muestras. Los resultados de los caldos de enriquecimiento se compararon por 
ANOVA multivariado usando el programa Statistica version 9.0 (Statsoft Inc., Tulsa, 
OK)  y Statgraphics (Centurion XVI, Stat Point Technologies Inc., Warrenton, VA) con 






7.1 Desarrollo de un medio de cultivo aeróbico 
 
 Se realizaron un total de seis formulaciones diferentes todas basadas en los 
medios previamente reportados para el desarrollo de Campylobacter. Se probaron 
formulaciones con inclusión de 0.15% de agar bacteriológico, inclusión o no de carbón 
activado, incubados en aerobiosis o 10% CO2.  
 
De todas ellas, solo una arrojó los mejores resultados en la recuperación de C. 
jejuni y C. coli por lo que se decidió trabajar con ésta para los demás ensayos de este 
proyecto.  
 
Dicha formulación resultó ser una modificación al caldo de enriquecimiento 
propuesto por Tran en 1998, el cual se incuba en aerobiosis y no posee sangre 
hemolizada, sin embargo sí posee carbón activado el cual se ha reportado que puede 
interferir en la técnica de PCR.  
 
Por lo cual nuestra formulación denominada M-BFEB no posee ni carbón activado 
ni sangre hemolizada y se puede incubar en condiciones aeróbicas durante el 

















































Fig. 2. Apariencia final de los caldos de enriquecimiento. 1: Bolton o Preston, 2: BFEB, 
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7.1.1 Límite de detección y sensibilidad en la recuperación de C. jejuni y C. coli 
Con dicha formulación se determinó el nivel de recuperación de siete cepas de C. 
jejuni (NADC 5653, 50sp, 57sp, 173ip, 180ip, 193ip y 238ip) y cinco cepas de C. coli 
(1, 19, 49, 75 y 81) comparándolo con los caldos Preston, Bolton y BFEB. La 
recuperación se determinó mediante microbiología convencional como la técnica de 
PCR directa.  
 
El análisis estadístico de ANOVA multifactorial indicó que usando tanto los 
medios Bolton, BFEB y M-BFEB se obtenía un nivel de recuperación similar (P≥0.05) 
para todas las cepas probadas ya sea por microbiología convencional o por PCR. Sin 
embargo, el medio Preston fue el menos sensible y por lo tanto estadísticamente 
diferente a los otros tres medios (P<0.05) detectando a Campylobacter solo cuando se 
inocularon en dicho medio concentraciones ≥ 1X103 UFC/ml, a excepción de la cepa C. 
coli 81 la cual fue detectada usando un inóculo de 18 UFC/ml por ambos métodos 
(convencional y PCR; Tabla 7). 
 
Con respecto a todas las cepas, se determinó que el medio BFEB y M-BFEB 
fueron igualmente sensibles en la detección de Campylobacter desde inóculos de 100 
UFC/ml. De los cuatro medios comparados, se observó que el caldo Bolton fue el mejor 
en la recuperación de las cepas teniendo un mejor nivel de sensibilidad, detectando 
desde 1UFC/ml por ambos métodos, sin embargo estadísticamente fue similar a BFEB y 
M-BFEB. 
 
Cuando comparamos la recuperación de las diferentes cepas de C. jejuni y C. coli, 
se determinó que el medio M-BFEB tuvo una mejor recuperación de las cepas C. jejuni 
NADC 5653, 180ip y 238ip por ambos métodos. La cepa que arrojó una diferencia 
significativa (P<0.05) fue la cepa C. coli 19. Sin embargo hubo cepas (C. jejuni la 50sp, 
57sp y 173ip y de C. coli 1) que no fueron recuperadas ni cuando se encontraban en muy 
altas cuentas (10
6
 UFC/ml) mediante la técnica de PCR a partir de los caldos Preston y/o 
Bolton (Tabla 7). 
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Comparando los métodos de detección ya sea microbiológico convencional 
(siembra tradicional) o técnica de PCR no hubo diferencia significativa entre dichos 
métodos, indicando que en forma global la técnica de PCR es igualmente sensible que la 
técnica de siembra en agar, aunque hubo cepas que no se detectaron a ningún nivel de 
inóculo usando la técnica de PCR influenciado esto quizá por la composición de los 
medios (Tabla 7). Nuestros resultados indicaron que el medio BFEB y M-BFEB son 
efectivos para detectar por PCR las cepas de Campylobacter, además de que a pesar de 
que el medio BFEB contenía carbón activado, éste no interfirió en la detección de este 
patógeno. 
 
También se comparó el periodo de enriquecimiento y/o crecimiento en agar, ya sea 
24 o 48h de ambos, encontrando que a 24h puede detectarse a C. jejuni y C. coli tanto 
por microbiología tradicional en agar ABS como por PCR. Sin embargo, las colonias de 
Campylobacter a las 24h de crecimiento en dicho agar son más pequeñas y difíciles de 
distinguir. A las 48h de incubación las colonias ya presentaban su crecimiento 


















Tabla 7. Nivel de detección de Campylobacter con respecto al inóculo detectado después 




MÍNIMO NIVEL DE INÓCULO RECUPERADO DE 
Campylobacter EN EL CALDO DE ENRIQUECIMIENTO 
(UFC/ml) 
Preston Bolton BFEB M-BFEB 
Trad PCR Trad PCR 
Tra
d 















 ND* 140 ND 140 14 14 14 
57 sp 1x10
5
 ND 2 ND 2 2 2 2 
180 ip 100 1000 1 100 100 100 10 10 
173 ip 1x10
4
 ND 1 1 12 12 12 12 
193 ip 500 1X10
7
 9 500 9 9 9 9 
238 ip 420 4X10
4



















 3 3 3 3 3 3 
81 18 18 2 2 2 2 2 2 
*ND: No detectado  
  
Aunado a lo anterior pudimos observar que la técnica de PCR no se vio afectada 
con la presencia de compuestos como sangre hemolizada y carbón activado en los caldos 
de enriquecimiento, los cuales, se han asociado a la inhibición de dicha técnica. Sin 
embargo, el tratamiento de la muestra y la técnica de extracción del DNA fueron más 



























Fig. 3. Detección de C. coli 75 inoculada a diferentes concentraciones (de 10 a 1X10
8
 UFC/ml) en los caldos de enriquecimiento. 
Línea MPM: Marcador peso molecular (HyperLadder IV, BIOLINE); línea 1-8: caldo Preston; línea 9-16: caldo Bolton; línea 17-24: 
caldo BFEB; línea 25-32: caldo M-BFEB (línea 29 no inoculada). C. coli: 894pb. 






































7.1.2 Influencia de la flora competidora para la recuperación de C. jejuni y C. coli 
en los medios de enriquecimiento 
Se evaluó la capacidad de recuperar a C. jejuni NADC 5653 y C. coli 19 en 
presencia de diferentes concentraciones de flora competidora, en este caso se usó la cepa 
de E. coli ATCC 43894. Para ello, primero se verificó que E. coli tuviera la capacidad de 
crecer en todos los caldos de enriquecimiento probados, observándose que sí lo puede 
realizar solo cuando se encontraba en concentraciones mayores a 10
5
 UFC/ml. Las 
colonias en el agar ABS fueron fácilmente distinguibles de las de Campylobacter. 
 
La metodología anterior se realizó también con la cepa de E. coli ATCC 25922 
sin embargo, ésta no tuvo la capacidad de crecer en los medios de enriquecimiento razón 
por la cual, se continuó el trabajo únicamente con la cepa E. coli ATCC 43894.  
 
Se realizaron diferentes niveles de co-cultivo de C. jejuni NADC 5653 o C. coli 
19 con E. coli ATCC 43894 como se especifica en la tabla 7 teniendo un total de 33 
tratamientos de estos.  
 
Con respecto a os tratamientos en proporción 1:1 de C. jejuni-E. coli se 
determinó que E. coli solo se recuperó en altas concentraciones (≥ 1X105 UFC/ml), sin 
embargo C. jejuni se recuperó aun cuando se inocularon concentraciones bajas al menos 
para el medio Preston a diferencia de los resultados encontrados cuando se inoculó 
únicamente a C. jejuni. Fue posible recuperar ambas cepas cuando fueron inoculadas en 
1X10
6
 UFC/ml (tratamientos 1 a 8, Tabla 8).  
 
Para el caso del co-cultivo con C. coli-E. coli (tratamientos 9-17) se obtuvieron 
mejores resultados dado que se pudo recuperar a C. coli desde 10 UFC/ml de inóculo 
para los medios BFEB y M-BFEB. En esta ocasión el medio Preston no permitió el 
desarrollo adecuado de C. coli a menos que el inóculo fuera de 1X10
7






Tabla 8. Recuperación de C. jejuni y C. coli en competencia con E. coli a las 48h de 
incubación de los caldos y 48h de incubación en agar Brucella-sangre a 42ºC. 
TRATAMIENTO 
BOLTON PRESTON BFEB M-BFEB 
E. coli 
C. coli o  
C. jejuni 
E. coli 
C. coli o  
C. jejuni 
E. coli 
C. coli o 
C. jejuni 
E. coli 
C. coli o 
C. jejuni 
1 ND ND 0/6(0) 3/6 (50) 0/6(0) 0/6(0) 0/6(0) 0/6(0) 
2 ND ND 0/6(0) 3/6(50) 0/6(0) 0/6(0) 0/6(0) 0/6(0) 
3 ND ND 0/6(0) 3/6(50) 0/6(0) 0/6(0) 0/6(0) 0/6(0) 
4 ND ND 0/6(0) 3/6(50) 0/6(0) 2/6(33.3) 0/6(0) 0/6(0) 
5 ND ND 0/6(0) 3/6(50) 3/6(50) 2/6(33.3) 1/6(16.6) 0/6(0) 
6 ND ND 0/6(0) 3/6(50) 3/6(50) 2/6(33.3) 1/6(16.6) 2/6 (33.3) 
7 ND ND 1/6(16.6) 3/6(50) 3/6(50) 2/6(33.3) 1/6(16.6) 2/6 (33.3) 
8 ND ND 1/6(16.6) 3/6(50) 3/6(50) 2/6(33.3) 1/6(16.6) 2/6 (33.3) 
9 ND ND 0/6(0) 0/6 (0) 0/6(0) 0/6(0) 0/6(0) 0/6 (0) 
10 ND ND 0/6(0) 0/6(0) 0/6(0) 2/6(33.3) 0/6(0) 2/6 (33.3) 
11 ND ND 0/6(0) 0/6 (0) 0/6(0) 2/6(33.3) 0/6(0) 2/6 (33.3) 
12 ND ND 0/6(0) 0/6(0) 0/6(0) 2/6(33.3) 0/6(0) 2/6 (33.3) 
13 ND ND 0/6(0) 0/6(0) 0/6(0) 2/6(33.3) 0/6(0) 2/6 (33.3) 
14 ND ND 0/6(0) 0/6(0) 1/6(16.6) 2/6(33.3) 1/6(16.6) 2/6(33.3) 
15 ND ND 0/6(0) 2/6(33.3) 1/6(16.6) 2/6(33.3) 1/6(16.6) 2/6(33.3) 
16 ND ND 2/6(33.3) 2/6(33.3) 1/6(16.6) 2/6(33.3) 1/6(16.6) 2/6(33.3) 
17 ND ND 2/6(33.3) 2/6(33.3) 1/6(16.6) 2/6(33.3) 1/6(16.6) 2/6 (33.3) 
18 2/2(100) 2/2(100) 4/6(66.6) 0/6(0) 4/6(66.6) 4/6(66.6) 4/6(66.6) 4/6(66.6) 
19 2/2(100) 2/2(100) 4/6(66.6) 2/6(33.3) 4/6(66.6) 4/6(66.6) 4/6(66.6) 4/6(66.6) 
20 0/2(0) 2/2(100) 2/6(33.3) 6/6(100) 2/6(33.3) 4/6(66.6) 2/6(33.3) 6/6(100) 
21 0/2(0) 2/2(100) 0/5(0) 8/8(100) 0/8(0) 8/8(100) 0/8(0) 4/8(50) 
22 2/2(100) 2/2(100) 0/6(0) 6/6(100) 2/6(33.3) 6/6(100) 2/6(33.3) 6/6(100) 
23 0/2(0) 2/2(100) 0/6(0) 6/6(100) 0/6(0) 6/6(100) 0/6(0) 6/6(100) 
24 0/2(0) 2/2(100) 0/6(0) 6/6(100) 0/6(0) 6/6(100) 0/6(0) 6/6(100) 
25 0/2(0) 2/2(100) 0/6(0) 4/6(66.6) 0/6(0) 6/6(100) 0/6(0) 6/6(100) 
26 2/2(100) 2/2(100) 2/6(33.3) 2/6(33.3) 4/6(66.6) 4/6(66.6) 4/6(66.6) 6/6(100) 
27 2/2(100) 2/2(100) 2/6(33.3) 2/6(33.3) 0/6(0) 6/6(100) 0/6(0) 6/6(100) 
28 0/2(0) 2/2(100) 0/6(0) 2/6(33.3) 0/6(0) 6/6(100) 0/6(0) 6/6(100) 
29 0/2(0) 2/2(100) 0/6(0) 4/6(66.6) 2/6(33.3) 6/6(100) 2/6(33.3) 6/6(100) 
30 0/2(0) 2/2(100) 0/6(0) 4/6(66.6) 2/6(33.3) 6/6(100) 0/6(0) 6/6(100) 
31 0/2(0) 2/2(100) 2/6(33.3) 4/6(66.6) 0/6(0) 6/6(100) 0/6(0) 6/6(100) 
32 0/2(0) 2/2(100) 2/6(33.3) 4/6(66.6) 0/4(0) 4/4(100) 2/6(33.3) 6/6(100) 
33 0/2 (0) 2/2(100) 2/6(33.3) 4/6(66.6) 0/4(0) 4/4(100) 2/6(33.3) 6/6(100) 




Con respecto a los resultados obtenidos en co-cultivo con proporciones diferentes 
de ambas cepas, encontramos que tanto C. coli como C. jejuni en presencia de E. coli, se 
detectaron a niveles bajos de inóculo (10 UFC/ml) para el caso de los medios BFEB y 




 UFC/ml). Para 
este ensayo se comparó además el caldo Bolton en donde se encontró el mismo 
comportamiento que para los medios anteriores, es decir que ambas cepas de 
Campylobacter se detectaron cuando se inocularon desde niveles de 10UFC/ml aun con 
concentraciones de E. coli de 10
8
 UFC/ml (Tabla 8). 
  
Para el caso del caldo Preston, C. jejuni se detectó cuando se inoculó en 
concentraciones de 10
3
 UFC/ml en presencia de ≤ 106 UFC/ml de E. coli. Por lo 
anterior, el medio Preston resultó ser el menos sensible para la detección del C. coli en 
presencia de E. coli ya que no se obtuvo una tasa de recuperación del 100% aún cuando 
se inocularon altas concentraciones de Campylobacter y bajas de E. coli (Tabla 8). 
 
7.1.3 Recuperación de C. jejuni y C. coli inoculada artificialmente en piel de pollo 
Se inoculó una mezcla de C. jejuni NADC 5653 y C. coli 19 en muestras de piel 
de pollo en concentraciones desde 10 hasta 1X10
6
 UFC/ml de cada cepa. Se evaluó la 
recuperación de ambas cepas ya sea por el método tradicional o PCR directamente de los 
caldos de enriquecimiento. Se encontró que mediante la siembra en agar Campy-Cefex 
se logró la recuperación de Campylobacter spp desde la dilución más baja (10UFC/ml) 
en los cuatro medio probados (Tabla 9).  
 
En tanto que por PCR, con respecto al medio Preston, C. jejuni se detectó en el 
100% de los casos cuando se encontraba a concentraciones ≥103 UFC/ml y para C. coli a 
partir de 10
4
 UFC/ml. En tanto que el caldo Bolton, permitió la detección de C. jejuni 
desde 10 UFC/ml de inóculo y para C. coli los resultados fueron muy inconstantes 
detectándose solo en el 100% de los casos cuando se inoculó 10
4
 UFC/ml. Para el medio 
BFEB, C. jejuni fue detectada en el 100% de los casos cuando la inoculación fue de 10
6
 
UFC/ml, sin embargo, C. coli pudo detectarse desde un nivel de inóculo de 10 UFC/ml.  
83 
 
Finalmente el que mejores resultados arrojó fue el medio M-BFEB ya que éste permitió 
la detección (100%) de ambas cepas desde un bajo inóculo (10 UFC/ml) (Tabla 9). 
 
El análisis de ANOVA multifactorial indicó que el medio M-BFEB fue diferente 
significativamente (P<0.05) con respecto a los otros tres medios siendo el que mejores 
resultados presentó para su uso directo por PCR. 
 
 Tabla 9. Recuperación de C. jejuni y C. coli inoculada artificialmente en piel de pollo 




 UFC/ml). Detección a las 48 h de 
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Cj: C. jejuni; Cc: C. coli; (No. ensayos positivos/No. ensayos realizados) 
 
En el caso de la identificación de C. jejuni y C. coli inoculada en la piel de pollo 
mediante la técnica de PCR, solo se observó inhibición de la misma para algunos casos, 










MPM 1   1   2   2  3  3   4   4   5   5  6   6   7   7  8    8  9  9  MPM 10  10 11 11 12 12  13 13 14 14 15  15 16 16  17 17 18 18 
MPM  19   19  20   20  21  21   22  22   23   23  24   24 
Fig. 4. Identificación de la mezcla de C. jejuni y C. coli inoculada artificialmente en piel de pollo mediante  la técnica de PCR directamente a partir de 
los caldos de enriquecimiento. Línea MPM: Marcador Peso molecular (HyperLadder IV, BIOLINE); línea 1-6: Caldo Preston (10 a 10
6
 UFC/ml); 
línea 7-12: Caldo Bolton (10 a 10
6
 UFC/ml); línea 13-18: Caldo BFEB (10 a 10
6
 UFC/ml); línea 19-24: Caldo M-BFEB (10 a 10
6
 UFC/ml). C. coli: 















7.1.4 Recuperación de C. jejuni y C. coli inoculada artificialmente en carne de cerdo 
Para este caso se empleó la metodología de inoculación descrita por Tran en 1998. 
Se inoculó desde < 1UFC/ml por separado cada cepa de Campylobacter en la carne de 
cerdo y se determinó el nivel de recuperación utilizando la metodología tradicional por 
siembra en agar Campy-Cefex. 
 
Se enriqueció en los cuatro medios probados y se encontró que para el caso de la 
cepa de C. jejuni, el medio Preston permitió la recuperación de las cepas aún y cuando el 
inóculo fue tan bajo como 10 UFC/ml, en tanto que para los otros tres medios (Bolton, 
BFEB  y M-BFEB) se pudo detectar al microorganismo cuando se encontraba desde 1 
UFC/ml (Tabla 10). 
 
Cuando estudiamos C. coli encontramos que el medio Preston pudo detectar al 
microorganismo sólo cuando se encontraban como mínimo100 UFC/ml, seguido del medio 
BFEB el cual detectaba desde 10 UFC/ml. El medio Bolton y el M-BFEB fueron los más 
sensibles ya que pudieron detectar a la bacteria cuando se encontraba presente desde 1 
UFC/ml (Tabla 10). 
 
Tabla 10. Nivel de detección de Campylobacter inoculada artificialmente en la carne de 
cerdo utilizando diferentes medios de enriquecimiento incubados por 48 h y seguido de 
siembra en agar Campy-cefex por 48h a 42ºC.  
 
CEPA 
MÍNIMO NIVEL DE INÓCULO RECUPERADO DE 
Campylobacter EN EL CALDO DE 
ENRIQUECIMIENTO (UFC/ml) 
Preston Bolton BFEB M-BFEB 
C. jejuni 
NADC 5653 
10 <1 1 1 







7.2 Prevalencia de Campylobacter spp en muestras alimentos 
 
Estos ensayos se analizaron siguiendo dos metodologías diferentes: por método 
tradicional basado en el BAM capítulo 7 y por PCR directamente a partir del caldo de 
enriquecimiento (Bolton, BFEB y M-BFEB) 
  
7.2.1 Carne de pollo 
Se analizaron un total de 204 muestras en periodos estacionales (verano 24 en el 
2007 [agosto-septiembre] y 85 en el 2008 [junio-julio y septiembre] e invierno, 95 del 2007 
[octubre 2006-febrero 2007]). 
 
Según el método tradicional, de las 204 muestras analizadas, Campylobacter estuvo 
presente en total usando todos los medios de enriquecimiento en el 9.8% (20) de las 
muestras, de las cuales 6 correspondieron a C. jejuni, representando esto el 30% de los 20 
aislados y el 2.9% de las muestras originales. Para el caso de C. coli se encontró en 14 
muestras, siendo esto el 70% de los 20 aislados y el 6.86% del total analizado.  
 
Cuando utilizamos el caldo Bolton como enriquecimiento, se encontró a 
Campylobacter en 14 muestras (70% del total de aislados y 6.86% del total de muestras), 
de las cuales 9 se identificaron como C. coli y 5 como C. jejuni. El caldo M-BFEB permitió 
detectar el microorganismo en 5 muestras (25% de los 20 aislados y 2.45% de las 204 
muestras), de las cuales 4 fueron C. coli y solo una fue C. jejuni. El medio BFEB  fue el 
que menos muestras positivas detectó ya que solo se obtuvo 1 muestra positiva que fue 
identificada como C. coli (5% de todos los aislados y 0.49% de todas las muestras) (Tabla 

















































Fig. 5. Número de muestras positivas de C. jejuni y/o C. coli a partir de los caldos de 










































Cuando empleamos la metodología de PCR directamente a partir del caldo de 
enriquecimiento los resultados que se obtuvieron fueron muy diferentes a los anteriores. De 
las 204 muestras analizadas por todos los caldos de enriquecimiento se obtuvieron 85 
muestras positivas para C. jejuni o C. coli representando esto el 41.6%. De éstos, 69 fueron 
identificados como C. jejuni (81.7% del total de positivos y 33.8% de todas las muestras) y 
16 identificados como C. coli (18.8% del total de positivos y 7.84% del total de muestras). 
 
Cuando analizamos la efectividad de los medios de enriquecimiento probados 
encontramos que usando el caldo Bolton, 33 muestras fueron positivas para Campylobacter 
representando esto el 38.8% del total de positivas y 16.17% de las muestras analizadas. De 
éstas, 24 se identificaron como C. jejuni y 9 como C. coli. Para el caso de medio BFEB, 28 
muestras fueron positivas para Campylobacter (32.9% del total de positivas y 13.7% del 
total analizado) correspondiendo 23 a C. jejuni y 5 a C. coli. Finalmente, usando el medio 
M-BFEB como enriquecimiento encontramos a Campylobacter en 24 muestras (28.2% de 
las positivas y 11.76% de todas las muestras analizadas) de las cuales, 22 fueron C. jejuni y 





















































Fig. 6. Número de muestras positivas de C. jejuni y/o C. coli a partir de diferentes caldos de 









































Tabla 11. Aislados de C. jejuni y C. coli a partir de muestras de carne de pollo crudo 
empleando tres medios de enriquecimiento y siguiendo la metodología convencional y 













C. jejuni/coli (%) 
Método 
tradicional 
Bolton 5 9 14 (70) 
BFEB 0 1 1 (5) 
M-BFEB 1 4 5 (25) 
Total 6 (30) 14 (70) 20 (9% de 204) 
PCR directo de 
caldo de 
enriquecimiento 
Bolton 24 9 33 (38.8) 
BFEB 23 5 28 (32.9) 
M-BFEB 22 2 24(28.5) 
Total 69 (81.7) 16 (18.8) 85 (41.6% de 204) 
 
 
Todos los aislados obtenidos por microbiología convencional se confirmaron por la 
técnica de PCR reportada previamente. Una cuestión interesante que observamos es que las 
cepas positivas provenían de diferente muestra y diferente medio de enriquecimiento, no 
encontrando concordancia entre los resultados positivos obtenidos, sin embargo. C. coli fue 
la especie más abundante. Con respecto a la estación del año analizada no hubo diferencia 
entre las muestras positivas durante el invierno y verano ya que en ambas estaciones se 
encontraron 10 muestras positivas. El municipio que hubo más muestras positivas fue San 
Nicolás de los Garza con 11 muestras, seguido de Apodaca con 4, Escobedo con 3 y 














Tabla 12. Relación de las muestras positivas de pollo para Campylobacter, analizadas 



















009 24/10/06 + - - C. jejuni 
Apodaca Muslo 034 09/11/06 + - - C. jejuni 








062 16/01/07 - - + C. coli 
Escobedo Pechuga 066 16/01/07 - - + C. coli 
Escobedo Pechuga 074 16/01/07 - - + C. coli 
SNG Alas 27PF 14/01/08 - - + C. jejuni 




BCO48h 28/01/08 + - - C. coli 
SNG Piel 31PV Julio/08 + - - C. jejuni 
SNG Piel 35PV Julio/08 + - - C. jejuni 
SNG Alas 61PV Julio/08 - + - C. coli 
SNG Alas 67PV Julio/08 + - - C. coli 




01pf 01/09/08 - - + C. coli 
SNG Alas 04pf 01/09/08 + - - C. coli 
SNG Alas 07pf 02/09/08 + - - C. coli 
Apodaca Alas 12pf 08/09/08 + - - C. coli 
SNG Alas 17pf 09/09/08 + - - C. coli 















































Fig. 7. Confirmación de los aislados de Campylobacter a partir de las muestras de pollo. Línea MPM: Marcador Peso molecular 
(HyperLadder IV, BIOLINE); línea 1 y 15: Cepa control C. coli 19; línea 2 y 14: cepa control C. jejuni NADC 5653; línea 3: Muestra 
014T; línea 4: Muestra 062F; línea 5: Muestra M424; línea 6: Muestra 054B; línea 7: Muestra 034B; línea 8: Muestra 002B; línea 9: 
Muestra 060B; línea 10: Muestra 031CF;  línea 11: Muestra 009B; línea 12: Muestra 074F; línea 13: Muestra 07CF;  línea 16: Muestra 
27PFF;  línea 17: Muestra 009B; línea 18: Muestra BCO48h;  línea 19: Muestra 31PVB;  línea 20 y 21: Muestra 35PVB;  línea 22: 




7.2.2 Carne de cerdo 
Se analizaron 199 muestras de carne de cerdo (150 crudas y 49 cocidas) para la 
presencia de Campylobacter utilizando Bolton, BFEB y M-BFEB como medios de 
enriquecimiento y posteriormente siguiendo la técnica tradicional o directo a  PCR, sin 
embargo no encontramos ninguna muestra positiva por todos los sistemas probados. 
 
7.3 Calidad microbiológica de las muestras de alimentos 
 
Además de la búsqueda de C. jejuni y C. coli en las muestras de alimentos se 
determinó la calidad microbiológica de las mismas mediante la cuenta de bacterias 
mesofílicas aerobias, bacterias coliformes totales y fecales así como mohos y levaduras en 
base a la normativa mexicana vigente, con excepción de la determinación de coliformes 
fecales la cual se realizó usando la metodología del BAM. 
 
7.3.1 Carne pollo cruda 
Para el caso de las muestras de carne de pollo crudo únicamente se les determinó la 
calidad microbiológica a 95 de ellas, en las que se encontró que en base a la cuenta de 
bacterias mesofílicas aerobias el 46.8% de las muestras tenían valores >1X10
5
 UFC/g. 
Asimismo, en el caso de la cuenta de bacterias coliformes totales se encontraron solo el 
5.31% de las muestras con valores <10 UFC/g y 9.57% con valores > 1X10
5
 UFC/g. Para el 
caso de la determinación de coliformes fecales, se encontró el 9.52% de muestras con 
cuentas de <10UFC/g y 1.19% con >1X10
5
UFC/g. En cuanto a las cuentas de mohos y 
levaduras se encontraron en su mayoría entre <10 y 100 UFC/g para los primeros, en tanto 
que para los segundos, la mayor proporción osciló entre <100 y 1X10
4














Tabla 13. Número de muestras positivas de carne de pollo cruda  para diferentes 

















< 10 0 (0) 5 (5.3) 8 (9.5) 34 (36.2) 11 (11.7) 
11-100 0 (0) 10 (10.6) 20 (23.8) 34 (36.2) 22 (23.4) 
101-10
3
 5 (5.3) 27 (28.7) 38 (45.2) 18 (19.1) 26 (27.7) 
1001-10
4
 22 (23.4) 29 (30.9) 14 (16.7) 4 (4.3) 25 (26.6) 
10001-10
5
 20 (21.3) 14 (14.9) 3 (3.6) 4 (4.3) 10 (10.6) 
> 10
5
 47 (50) 9 (9.6) 1 (1.2) 0 (0) 0 (0) 
 
 
7.3.2 Carne pollo cocida 
En cuanto a la calidad microbiológica de la carne de pollo cocida, se determinó para 
las 50 muestras analizadas, las cuales incluían muestras de ensalada, pollo asado, rostizado, 
empanizado y frito. La normativa oficial mexicana indicaba hasta noviembre (NOM-093-
SSA1-1994) del año pasado que para productos cocidos y preparados a base de carne de 
ave el límite permisible para mesófilos aerobios era de 1.5 x10
5
 UFC/g encontramos que 10 
muestras rebasaron de este rango, la cuenta de mohos y levaduras fue baja, tomando en 
cuenta que el valor máximo para ambos fue de 1000 UFC/g (Tabla 14). Sin embargo, a 
partir de 26 de noviembre de 2010 quedó derogada dicha normativa y actualmente no se 





























< 10 3 (1.5) 39 (19.5) 42 (21) 48 (24) 46 (23) 
11-100 12 (6) 4 (2) 2 (1) 1 (0.5) 2 (1) 
101-10
3
 12 (6) 3 (1.5) 2 (1) 1 (0.5) 2 (1) 
1001-10
4
 9 (4.5) 3 (1.5) 2 (1) 0 (0) 0 (0) 
10001-10
5
 4 (2) 0 (0) 1 (0.5) 0 (0) 0 (0) 
> 10
5
 10 (5) 1 (0.5) 1 (0.5) 0 (0) 0 (0) 
 
7.3.3 Carne de cerdo cruda 
Del análisis de 150 muestras de diferentes cortes de carne de cerdo cruda se 
determinó que más del 95% de las muestras presentaron valores menores a 10
4
 UFC/g de 
mesófilos aerobios totales y el 4.7% mostró cuentas elevadas (>10
5
 UFC/g). El 75% de las 
muestras contenían <10
3
 UFC/g de microorganismos coliformes totales, en tanto el 90% de 
las muestras presentaron <10
3
 UFC/g de microorganismos coliformes fecales. La mayoría 
de las muestras (52.7%) contenían cuentas menores a 10UFC/g de mohos y levaduras 
(Tabla 15). 
 











Mohos y levaduras 
(%) 
< 10 5 (3.3%) 54 (36%) 96 (64%) 79 (52.7%) 
11-100 59 (39.3%) 56 (37.3%) 40 (26.7%) 49 (32.7%) 
101-10
3
 62 (41.3%) 28 (18.7%) 13 (8.7%) 16 (10.7%) 
1001-10
4
 17 (11.3%) 8 (5.3%) 1 (0%) 1 (0%) 
> 10
5
 7 (4.7%) 4 (2.7%) 0 (0%) 5 (3.3%) 
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7.3.4 Carne de cerdo cocida  
Se analizaron  50 muestras de carne de cerdo cocida, y encontramos que el 5% de 
éstas no cumplía con la normativa vigente hasta noviembre del 2010 (NOM-093-SSA1-
1994) en cuanto a los mesófilos aerobios (1.5X10
5
 UFC/g) y para el caso de los coliformes 
totales y fecales la mayoría de las muestras (19.5 y 21% respectivamente) tuvieron cuentas 
menores a los 10 UFC/g, sin embargo, hubo muestras que presentaron cuentas altas tanto de 
coliformes totales como fecales. Para mohos y levaduras, todas las muestras presentaron 
valores menores a 1000 UFC/g para ambas determinaciones (Tabla 16). Sin embargo, 
actualmente no existe normativa mexicana que indique los límites permisibles para ello. 
 
 
















< 10 3 (1.5) 39 (19.5) 42 (21) 48 (24) 46 (23) 
11-100 12 (6) 4 (2) 2 (1) 1 (0.5) 2 (1) 
101-10
3
 12 (6) 3 (1.5) 2 (1) 1 (0.5) 2 (1) 
1001-10
4
 9 (4.5) 3 (1) 2 (1) 0 (0) 0 (0) 
10001-10
5
 4 (2) 1 (0.5) 1 (0.5) 0 (0) 0 (0) 
> 10
5
 10 (5) 1 (0.5) 1 (0.5) 0 (0) 0 (0) 
 
 
7.4 Determinación del perfil de resistencia a antimicrobianos de las cepas aisladas 
 
A los aislados se les determinó su perfil de resistencia a siete antimicrobianos 
comúnmente reportados para el tratamiento de infecciones con Campylobacter siendo 
éstos: azitromicina (AZM, 15µg), ácido nalidíxico (NA, 30µg), eritromicina (E, 15µg), 
tetraciclina (TE, 30µg), gentamicina (CN, 10µg), ciprofloxacina (CIP, 5µg) y ampicilina 




Para determinar la sensibilidad (S), sensibilidad intermedia (I) y/o resistencia (R) de 
las cepas frente a los antimicrobianos usando la técnica de difusión en disco, nos basamos 
en lo reportado por el National Comittee for Clinical Laboratory Standars (NCCLS) (Tabla 
17). 
 
Tabla 17. Zonas de inhibición mostrada por cepas de Campylobacter aislados a partir de 
carne de pollo cruda a diferentes antibióticos mediante la técnica de difusión en disco de 








PUNTOS DE CORTE, ZONA DE 
INHIBICIÓN (cm) 
  Sensible Intermedia Resistente 
Ácido nalidíxico 30 ≥1.9 1.4-1.8 ≤1.3 
Eritromicina 15 ≥2.3 1.4-2.2 ≤1.3 
Tetraciclina 30 ≥1.9 1.5-1.8 ≤1.4 
Gentamicina 10 ≥1.9 1.3-1.4 ≤1.2 
Ciprofloxacina 5 ≥2.1 1.6-2.0 ≤1.5 
Ampicilina NR NR NR ≤1.1* 
Azitromicina NR NR NR  
NR. No Reportado.  




Con respecto a lo anterior se muestra la medida en centímetros de la zona de 
inhibición mediante la técnica de difusión en disco para los aislados de C. jejuni y C. coli y 













Antimicrobiano (concentración probada) 


















19 C. coli 1.64 X 105 4.8 ±0.3  (S) 3.5±0.5  (S) 3.6±0.3  (S) 4.9±0.4  (S) 3.5±0.3  (S) 4.8±0.5  (S) 2.3±1.1 (S) 
NADC 5653 C. jejuni 2.75 X 105 5.6 ±0.2  (S) 3.3±0.3  (S) 4.7±0.3  (S) 6.3±0.8  (S) 3.8±0.3  (S) 5.3±0.1  (S) 3.5±0.3  (S) 
054B C. coli 6.40 X 105 NI       (R) NI     (R) NI (R) NI       (R) 3.9±0.2  (S) NI     (R) 3.6±0.5  (S) 
009B C. jejuni 1.56 X 106 5.0 ±0.5  (S) NI     (R) 4.0±0.2  (S) 5.7±0.2  (S) 3.5±0.1  (S) NI     (R) 3.6±0.1  (S) 
062F C. coli 3.98 X 105 5.0 ±0.0  (S) 2.9±0.1  (S) 4.1±0.4  (S) 5.3±0.3  (S) 3.8±0.1  (S) 4.9±0.4  (S) 3.1±1.5  (S) 
074F C. coli 1.43 X 106 5.1 ±0.6  (S) 3.5±0.1  (S) 4.0±0.4  (S) 5.9±0.5  (S) 3.8±0.2  (S) 5.4±0.7  (S) 3.3±0.6  (S) 
034B C. jejuni 1.93 X 105 6.4 ±0.5  (S) 3.8±0.1  (S) 4.4±0.4  (S) NI       (R) 4.3±0.3  (S) 5.3±0.3  (S) 4.1±0.4  (S) 
066F C. coli 2.26 X 105 4.7 ±0.1  (S) 3.6±0.5  (S) 4.3±0.3  (S) 5.2±0.8  (S) 3.7±0.2  (S) 5.2±0.4  (S) 3.4±0.4  (S) 
060B C. jejuni 6.22 X 105 5.9 ±0.6  (S) 3.6±0.2  (S) 5.0±0.3  (S) 6.3±0.8  (S) 3.3±0.4  (S) 5.2±0.4  (S) 3.9±0.9  (S) 
27PFF C. jejuni 2.96 X 105 5.1 ±0.3  (S) NI     (R) 4.2±0.2  (S) 5.7±0.4  (S) 3.8±0.3  (S) NI     (R) 2.8±0.6  (S) 
30PFB C. coli 3.18 X 105 NI       (R) NI     (R) NI (R) NI       (R) 4.4±0.7  (S) NI     (R) 3.3±0.9  (S) 
BCO48H C. coli 4.43 X 105 4.7 ±0.2  (S) NI     (R) 4.1±0.1  (S) 5.5±0.4  (S) 3.7±1.6  (S) 1.9±0.5  (S) 4.9±0.3  (S) 
M424 C. coli 7.37 X 105 5.1± 1.2  (S) 3.8±0.7  (S) 4.6±0.6  (S) 5.8±0.9  (S) 3.5±0.3  (S) 5.6±0.3  (S) 3.4±0.7  (S) 
31PVB C. jejuni 2.00 X 105 5.5 ±0.5  (S) 3.5±0.5  (S) 4.5±0.1  (S) NI       (R) 4.3±0.3  (S) 5.2±0.2  (S) 4.4±0.1  (S) 
35PVB C. jejuni 1.40 X 105 5.5 ±0.4  (S) 4.0±0.1  (S) 4.8±0.2  (S) 1±0.14 (R) 4.1±0.1  (S) 5.5±0.72  (S) 4.7±0.6  (S) 
61PVT C. coli 2.28 X 105 NI       (R) NI     (R) NI  (R) 1±0      (R) 4.1±0.1  (S) NI     (R) 1.88±0.2  (S) 
67PVB C. coli 3.60 X 105 4.9 ±0.4  (S) NI     (R) 4.8±0.3  (S) NI       (R) 4.7±0.4  (S) NI     (R) 3.63±0.1  (S) 
68PVB C. coli 8.93 X 104 5.1± 0.5  (S) NI     (R) 3.9±0.4  (S) NI       (R) 3.8±0.4  (S) NI     (R) 3.78±0.4  (S) 
01pfF C. coli 2.30 X 105 4.7± 0.2  (S) NI     (R) 3.7±0.1  (S) NI       (R) 3.6±0.1  (S) NI     (R) 3.33±0.1  (S) 
04pfB C. coli 6.75 X 104 5.7± 0.1  (S) NI     (R) 4.0±0.2  (S) 1±0.23 (R) 4.0±0.1  (S) NI     (R) 1.2±0.08  (R) 
07pfB C. coli 2.95 X 105 5.3± 0.3  (S) NI     (R) 4.0±0.5  (S) 1±0.05  (R) 3.9±0.5  (S) NI     (R) 1.18±0.2 (R) 
12pfB C. coli 4.60 X 105 NI       (R) NI     (R) NI (R) 1±0      (R) NI       (R) 1±0     (R) 4.13±0.2  (S) 
17pfB C. coli 2.88 X 105 5.0 ±0.1  (S) NI     (R) 4.1±0.4  (S) 1±0.12 (R) 3.5±0.1  (S) 0.9±0.14  (R) 2.93±0.2  (S) 
NI: no inhibición; (R) resistente; (S) sensible. 
Tabla 18.  Zonas de inhibición y patrón se sensibilidad a los antimicrobianos probados a concentraciones definidas sobre los aislados de 
Campylobacter usando la metodología de difusión en disco. 
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Con respecto a la sensibilidad de las cepas analizadas, se determinó que el 56% (13) 
de los aislados fueron resistentes ya sea al ácido nalidíxico o a la tetraciclina. El 52% de las 
cepas fue resistente a la ciprofloxacina en tanto que la menor resistencia (4.3%) se obtuvo 
frente a la ampicilina y la gentamicina, con lo cual el patrón de resistencia de los aislados 
fue: 
 Ácido nalidíxico = tetraciclina > ciprofloxacina > azitromicina = eritromicina > 
gentamicina = ampicilina (Fig. 8) 
 
 













































En cuanto a las cepas multirresistentes  encontramos que 2 (9%) de los aislados fue 
resistente a dos antimicrobianos, 6 (26%) presentaron resistencia a 3 antimicrobianos, 3 
aislados fueron resistentes a 5 antimicrobianos y solo 1 aislado (4%) fue resistente a 4 
antimicrobianos siendo este de mayor importancia. Ninguno de los aislados fue resistente a 
todos los antimicrobianos probados (Tabla 19). 
 













0 16(70) 7(30) 23 
1 19 (83) 4 (17) 23 
2 21(87) 2 (9) 23 
3 17 (78) 6(26) 23 
4 23 (100) 0(0) 23 
5 20 (87) 3(13) 23 
6 22 (96) 1(4) 23 
7 23 (100) 0(0) 23 
 
Sin embargo, encontramos que la cepa 12pfB de C. coli fue la más resistente a la 
mayoría de los antimicrobianos analizados (6 de los 7 probados) la cual provenía de carne 
de pollo cruda adquirida en un mercado, del periodo de septiembre de 2008. Las cepas 
sensibles a todos los antimicrobianos fueron las dos cepas usadas como control (C. coli 19, 
C. jejuni NADC 5653), los aislados de pollo pertenecientes a C. coli (062F, 074F, 066F), 










Para diseñar un medio de cultivo que se pudiera incubar bajo condiciones aeróbicas y 
a la par acoplarlo a una reacción de biología molecular como la PCR se realizaron un total 
de seis formulaciones diferentes basadas en los medios previamente reportados para el 
desarrollo de Campylobacter, a los que se hicieron modificaciones tales como  inclusión de 
0.15% de agar bacteriológico, inclusión o no de carbón activado, incubación en aerobiosis o 
10% CO2.  
 
De todas ellas, solo una arrojó los mejores resultados en la recuperación de C. jejuni y 
C. coli en condiciones aeróbicas por lo que se decidió trabajar con ésta para los demás 
ensayos de este proyecto.  
 
Los medios de enriquecimiento primarios para los microorganismos no deben ser 
excesivamente inhibitorios, sin embargo, para las etapas de aislamiento sí  permite un cierto 
grado de inhibición. Los medios usados para el aislamiento de Campylobacter spp utilizan 
un rango amplio de antibióticos para su efecto selectivo ya que, además, es necesario su uso 
para controlar a los microorganismos competidores en ambientes muy contaminados como 
en muestras de heces. 
 
Entre los medios más comúnmente utilizados para el enriquecimiento de 
Campylobacter spp, podemos mencionar a los formulados por Skirrow, Tran, Butzler et al., 
Blazer et al., y Bolton y Robertson. En la actualidad no existe un único medio que sea 
enteramente satisfactorio para el aislamiento de este microorganismo, por lo que a parte de 
los medios de aislamiento también se han desarrollado de pre-enriquecimiento lo que ha 





El aislamiento tradicional de especies de Campylobacter requiere caldos de 
enriquecimiento, siembra en agar selectivo y una incubación en atmósfera microaerofílica, 
además, para el caso de las especies termotolerantes (como C. jejuni y C. coli) una 
temperatura de incubación de 42°C. Ello conlleva a identificar las especies de 
Campylobacter en al menos 5 días, por lo que se hace evidente la necesidad de desarrollar 
un método rápido para la detección y/o identificación de estos microorganismos. 
 
Teniendo como base el antecedente de que para el caso del aislamiento de 
Campylobacter a partir de alimentos, numerosos medios selectivos conteniendo una amplia 
variedad de antibióticos y otros suplementos se han desarrollado a lo largo del tiempo y 
algunos se encuentran disponibles, utilizamos como base el medio libre de sangre (BFEB) 
formulado por Tran en 1998 llamándolo M-BFEB (BFEB modificado), al cual le 
eliminamos el carbón activado presente en el BFEB ya que se ha reportado que este 
compuesto inhibe la PCR. 
 
El medio Preston y Bolton a los cuales se les ha incorporado sangre o requieren 
incubación en condiciones microaeróbicas son ampliamente utilizados (Baylis et al., 2000; 
Fravalo et al., 2009; Moran et al., 2009.; Tangvatcharin et al., 2005). El caldo Bolton es 
recomendado por la FDA, la Organización de Estándares Internacionales (ISO por sus 
siglas en ingles) y el Comité Nórdico de Análisis de Alimentos, mientras que el medio 
Preston se recomienda en Australia (Kim et al., 2009).  
 
Nosotros comparamos el medio Preston, Bolton, BFEB y M-BFEB para el 
aislamiento tradicional de diversas cepas de Campylobacter (7 de C. jejuni y 5 de C. coli)  
en cultivo puro. Nuestros resultados indicaron que el medio más sensible fue el Bolton 
seguido ya sea por el BFEB o M-BFEB mientras que el caldo Preston fue el menos sensible 
para la recuperación de diversos niveles de inóculo de  C. jejuni y C. coli. Estos resultados 
concuerdan con Josefsen et al (2004) quienes reportaron que usando el medio Preston no 
hubo una recuperación efectiva de cepas de C. coli, así como Ng et al (1985) quienes 
reportaron que algunas cepas de C. coli fueron inhibidas por la combinación de antibióticos 




Originalmente, Bolton y Robertson desarrollaron el medio Preston para aislar 
Campylobacter spp a partir de muestras ambientales en las que estos microorganismos 
pudieran ser superados por los microorganismos competidores. La precisión de este medio 
para el aislamiento de Campylobacter en las heces, el agua y de otros ecosistemas se ha 
comprobado, sin embargo, acorde con nuestros resultados, se han descrito los posibles 
problemas para el aislamiento de ciertas cepas de C. coli sensibles a polimixina B, un 
antibiótico presente en dicho medio.  
 
Aunque Bolton et al en 1982, desarrollaron un método basado en el número más 
probable usando el enriquecimiento en caldo Preston siendo capaz de detectar 
concentraciones tan bajas como 10 UFC/100ml de Campylobacter en agua, en el año 2000 
y 2009 Baylis et al y Kim et al respectivamente, usaron el caldo Preston para la 
recuperación de Campylobacter y lo encontraron menos sensible que el caldo Bolton para 
la detección de Campylobacter ya sea en aves, alimentos (Baylis et al., 2000) y muestras de 
carne de cerdo (Kim et al., 2009).  
 
Con respecto al uso de medios de cultivo para la recuperación de Campylobacter por 
el método convencional únicamente, en un estudio coordinado en Dinamarca (llevado a 
cabo por 14 laboratorios de países europeos) se evaluó un método estándar para la 
detección y enumeración de este patógeno en diferentes matrices alimenticias. Se realizaron 
análisis cualitativos, semicuantitativos y cuantitativos en muestras de carne de pollo, 
lechuga y leche inoculada artificialmente con diferentes concentraciones de C. jejuni y C. 
coli. El análisis mostró una sensibilidad de más de 25UFC/g lo que se consideró un método 
adecuado para la enumeración de estos patógenos en diferentes matrices, principalmente el 
pollo ya que para las muestras de leche se obtuvo una subestimación de las cuentas 
(Rosenquist et al., 2007).  
 
En nuestro caso, el medio BFEB y el M-BFEB fueron igualmente sensibles en la 
detección de diferentes niveles de C. jejuni y C. coli, ya que pudieron detectar <100 
UFC/ml inoculados en el caldo. Sin embargo, el medio Bolton a pesar de que tuvo un límite 
104 
 
de detección mejor, tomando en cuenta todas las cepas de C. jejuni y C. coli fue 
comparable que los medios BFEB y M-BFEB. En cuanto a las cepas individuales, el medio 
M-BFEB tuvo una mejor tasa de recuperación en ciertas especies (C. jejuni NADC 5653, 
180ip, and 238ip) y globalmente la cepa que mostró diferencia con respecto a las demás fue 
la C. coli 19. 
 
Los resultados por microbiología convencional arrojaron que para nuestro caso, a 
pesar de que a las 24h de incubación del medio selectivo (cefex-agar) las colonias eran 
pequeñas, aun se podían observar, sin embargo, a las 48 h los resultados fueron más 
consistentes. 
 
Por otro lado, también llevamos a cabo la recuperación de C. jejuni y C. coli de 
cultivos puros mediante la técnica de PCR. Actualmente el uso de métodos de detección 
basados en la búsqueda de DNA tal como la PCR proporciona mayor sensibilidad ya que se 
pueden detectar aun pocas células de Campylobacter. De la misma manera, usando PCR las 
células que se encuentran en estado viable no cultivable puede detectarse e incluso a 
aquellos organismos no estén  viables a la hora de la toma de muestra.  
 
Con conocimiento de lo anterior, la PCR ha sido una herramienta altamente 
específica y sensible para la detección de ácidos nucleicos, sin embargo, puede ser afectada 
por los componentes de la matriz y las condiciones de reacción.   
 
Aunque las tecnologías como la PCR han emergido como una herramienta simple 
para la identificación de patógenos, agentes secuestrantes de oxígeno tales como la hemina 
y el carbón activado incorporados a los caldos de enriquecimiento para Campylobacter 
tienen una aplicación limitada (Thunberg et al., 2000). En nuestro estudio, el carbón 
activado fue excluido del medio BFEB y el resultante M-BFEB fue similarmente efectivo 
en el aislamiento del microorganismo por metodología tradicional y quizá marginalmente 




Previamente se había reportado que el carbón activado y el fierro presentes en el 
medio BFEB inhibían la PCR. Diversos investigadores se han enfocado en el uso de 
diferentes métodos para la extracción de DNA incluyendo Percoll, lavado simple y 
calentamiento (Thunberg et al., 2000), resina chelex-100 (Hong et al., 2007) o purificación 
de DNA usando Instagene,  perlas magnéticas (Katzav et al., 2008) y NucleoSpin (Mayr et 
al., 2010). Se ha reportado que el lavado y un simple calentamiento en la preparación del 
templado disminuyen la interferencia del medio de cultivo (Thunberg et al., 2000) por lo 
que los métodos de calentamiento se usan aun directamente del medio de cultivo sin causar 
interferencias con los resultados (Mayr et al., 2010).  
 
Para reducir la presencia de factores inhibidores en la muestra, en nuestro estudio, las 
células bacterianas se lavaron dos veces antes de la extracción del DNA. Así mismo se 
realizaron ensayos donde se utilizó un kit para la purificación del DNA (Instagene
TM
 
Matrix, Biorad) sin embargo, los resultados fueron similares a la metodología de extracción 
previamente descrita basada en calentamiento, por lo que se decidió continuar así, ya que 
era mucho más económica. 
 
Tomando en cuenta que Campylobacter posee una dosis infectiva muy baja, el 
tamaño de muestra debe ser grande, esto hace que el aislamiento de DNA bacteriano sea 
difícil y laborioso. Para aumentar la sensibilidad de los sistemas de detección basados en 
PCR, una combinación de cultivo de enriquecimiento con PCR es recomendable 
(Giesendorf et al., 1992). Se ha establecido que esta estrategia, además mejora la 
proporción de células viables no cultivables reduciendo la probabilidad de falsos positivos 
debido a la amplificación de DNA de células muertas (Rossen et al., 1992).  
 
La sensibilidad y el límite de detección de los métodos basados en PCR pueden ser 
afectados por diversos factores incluyendo la presencia de sustancias inhibitorias y la 
calidad del DNA (Wilson, 1997). Diluciones del medio de enriquecimiento previo a la 
centrifugación y lisis celular se han sugerido para las muestras con alto nivel de flora 
acompañante una vez que los niveles de DNA de ésta podrían interferir con el ensayo 
(Waage et al., 1999). La sustancias inhibitorias pueden originarse de la matriz del alimento 
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y pueden influir negativamente en la sensibilidad de la técnica, entre estos factores 
inhibitorios se incluyen agentes químicos orgánicos e inorgánicos, detergentes, antibióticos, 
amortiguadores, enzimas, polisacáridos, grasas y proteínas (Wilson, 1997).  
 
Con respecto a los compuestos inhibitorios presentes directamente en el medio de 
cultivo, por ejemplo, la sangre o la  hemina, que se usan como componentes de los medios 
de enriquecimiento de Campylobacter spp, se ha reportado que actúan neutralizando los 
productos tóxicos del oxígeno (Griffiths and Park 1990) y dado que estas sustancias son 
inhibidoras de PCR podrían ser co-extraídas del medio de enriquecimiento, para ello, 
algunas estrategias como el lavado de las células y la dilución del medio de 
enriquecimiento se han utilizado para disminuir la interferencia de estos compuestos en el 
ensayo (Waage et al., 1999). 
 
En cuanto al tiempo de incubación del pre-enriquecimiento, en nuestros ensayos, el 
enriquecimiento por 24 o 48 h dio resultados similares por PCR, mientras que la incubación 
de 24h mostró resultados inconsistentes tanto por el método convencional como por la PCR 
(Thunberg et al., 2000). Estos resultados concuerdan con Thunberg et al., en el 2000 donde 
reportaron que el cultivo de C. jejuni por 48h en medio BFEB solo incrementó la 
sensibilidad del ensayo de PCR en cultivos incubados durante 24h en BFEB y 48h en leche, 
champiñones, carne de cangrejo y ostras respectivamente. Sin embargo, no hubo 
diferencias entre los cultivos de 24 y 48h en medio BFEB. 
 
Asimismo, Hunt y Tran en 1997 observaron que un período de 48h de 
enriquecimiento en caldo de Hunt era necesario para obtener resultados comparables entre 
un método de aislamiento en agar selectivo y PCR. De igual manera By y Price (1984) 
encontraron que usando el medio de enriquecimiento Preston para el aislamiento de 
Campylobacter a partir de muestras de agua, la máxima tasa de recuperación se dio a las 
48h. 
 
Recientemente  Moran et al en 2009, probaron la recuperación de Campylobacter de 
productos de pollo ya empacados basándose en la metodología de ISO 10272-1:2006. 
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Conforme al tiempo de incubación, se encontró que no hubo diferencia significativa en la 
recuperación de estos microorganismos ya sea a 24 o 48h de enriquecimiento (Moran et al., 
2009). 
 
Aunque la incubación por 48h en medio de enriquecimiento facilita la recuperación 
de células dañadas o estresadas (Thunberg et al., 2000; Jefrey et al., 2000), en nuestro 
estudio, la PCR podría completarse después de 24h de incubación en el medio M-BFEB.  
 
Indicadores fecales se han seleccionado debido a su capacidad de ser fácilmente 
detectados y usados como marcadores de patógenos zoonóticos presentes en el 
procesamiento o que provienen del animal. El indicador fecal ideal debería ser una especie 
simple y tener la misma tasa de multiplicación que los patógenos y debería estar presente 
en heces en altos números. Un indicador ideal no debe ser patógeno, y debe ser fácil, rápida 
y económicamente detectable y su presencia debe correlacionarse con la presencia de 
patógenos entéricos. Esta última condición es difícil de alcanzar cuando la prevalencia y 
distribución de los patógenos en la fuente animal es baja (Ghafir et al., 2008). Es por ello 
que nosotros decidimos evaluar la recuperación de Campylobacter en los diferentes caldos 
de enriquecimiento utilizados, frente a E. coli como flora competidora. 
 
Se han reportado dificultades en la detección de Campylobacter cuando flora 
competidora está presente (Jasson et al., 2009). En nuestro estudio inicialmente se 
pretendía trabajar con una cepa de E. coli no patogénica (ATCC 25922), sin embargo, 
acorde a lo reportado en la literatura (Oxoid, 2006), esta cepa fue incapaz de desarrollarse 
en el caldo Bolton, razón por la cual y tomando en cuenta que una cepa patógena de E. coli 
pudiera estar presente en el alimento aun en bajas cuentas, realizamos los ensayos 
utilizando una cepa enterohemorrágica (ATCC 43894). 
 
Con ello, E. coli se desarrolló bien en medio Bolton, BFEB y M-BFEB no así en 
medio Preston, lo cual ya se había reportado (Jasson et al., 2009). En nuestros ensayos con 
medio M-BFEB, C. coli (inoculada a 10 UFC/ml) y C. jejuni (inoculada a 10 UFC/ml) se 
recuperaron aun en presencia de altos niveles de E. coli. Esto ocurrió tanto en ensayos de 
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inoculación 1:1, es decir, 10 UFC/ml de C. jejuni o C. coli y 10 UFC/ml de E. coli, así 
como en proporciones diferentes, 1:9 por ejemplo. Al observar las colonias que crecieron 
en agar Brucella, fue sencillo reconocer las colonias de E. coli, C. jejuni y C. coli ya que las 
primeras eran grandes, tipo rizoide de color verdoso en tanto que las segundas eran 
pequeñas y grisáceas.  
 
Jefrey et al en el 2000 determinaron el límite de detección de C. jejuni cuando era 
crecido en un medio semisólido junto con células de E. coli y posteriormente pasado a agar 
Campy-FDA. Se demostró que C. jejuni pudo recuperarse desde 1 UFC/ml después de una 
incubación aeróbica (Jefrey et al., 2000). 
 
Acorde a los ensayos de co-cultivos con otras bacterias, recientemente se publicó un 
artículo (Hilbert et al., 2010), donde al cultivar a C. jejuni en condiciones aeróbicas con 
Pseudomonas spp (principal bacteria deteriorante en pollo) y otros microorganismos como 
Proteus mirabilis, Citrobacter freundii, Micrococcus luteus y Enterococcus faecalis, 
encontraron que la incubación con células de P. mirabilis, C. freundii, M. luteus o E. 
faecalis provocaba que Campylobacter pudiera sobrevivir en aerobiosis por no más de 18h. 
En contraste con ello, cuando Campylobacter se cultivó con Pseudomonas se mostró que 
pudo sobrevivir por más de 48h en aerobiosis (Hilbert et al., 2010). 
 
Al determinar el límite de detección de Campylobacter inoculada en carne de cerdo, 
utilizando los cuatro caldos de enriquecimiento seguido de siembra en agares selectivos 
(método convencional), encontramos que el que mejor nivel de detección tuvo fue el caldo 
Bolton y el M-BFEB ya que pudieron detectar desde 1 UFC/ml, seguido del BFEB (10 
UFC/ml) y el que requirió un inóculo mayor para ser recuperado fue el caldo Preston (100 
UFC/ml). 
 
Con respecto a la inoculación en piel de pollo y la determinación del límite de 
detección de los medios de enriquecimiento seguido del método convencional, o por PCR, 
se inoculó una mezcla de C. jejuni NADC 5653 y C. coli 19 en muestras de piel de pollo en 
diferentes concentraciones (desde 10 hasta 1X10
6
 UFC/ml) de cada cepa. A partir de los 
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caldos de enriquecimiento se sembraron en agar Campy-Cefex y se extrajo DNA para la 
técnica de PCR.  
 
Cuando después del enriquecimiento sembramos en agar Campy-Cefex se logró la 
recuperación de Campylobacter spp desde la más baja concentración (10 UFC/ml) en los 
cuatro medios de enriquecimiento probados. En tanto que por PCR, cuando el 
enriquecimiento fue en el  medio Preston, C. jejuni se detectó en el 100% de los casos 
cuando se encontraba a concentraciones ≥103 UFC/ml y para C. coli a partir de 104 
UFC/ml. Cuando el enriquecimiento fue el caldo Bolton, se detectó a C. jejuni desde 10 
UFC/ml de inóculo, sin embargo para C. coli los resultados fueron muy inconstantes 
detectándose solo en el 100% de los casos cuando se inoculó 10
4
 UFC/ml en la piel de 
pollo. Para el caso del enriquecimiento en el medio BFEB, C. jejuni fue detectada en el 
100% de los casos cuando la inoculación fue de 10
6
 UFC/ml, sin embargo, C. coli pudo 
detectarse desde un nivel de inóculo tan bajo como  10 UFC/ml.  Finalmente el que mejores 
resultados arrojó fue nuestro medio de enriquecimiento M-BFEB ya que éste permitió la 
detección de ambas cepas desde el inóculo más bajo probado (10 UFC/ml) en el 100% de 
los casos. Estadísticamente hablando, el medio M-BFEB fue diferente en comparación a los 
otros tres ya que fue el que mejores resultados arrojó para su uso directo por PCR.  
 
Es bien sabido que microorganismos patógenos como Campylobacter spp, 
prácticamente nunca se encuentran en alimentos de forma pura, es decir, siempre se 
acompaña de flora nativa, la cual normalmente es muy abundante. Es por ello que su 
aislamiento a partir de muestras de medio ambiente requiere que la flora competidora sea 
suprimida para lo cual generalmente se utilizan medios de enriquecimiento que poseen, 
para el caso de este microorganismo, al menos cinco antibióticos. 
 
Es común que Campylobacter spp como otras bacterias Gram negativas, experimente 
un daño fisiológico como consecuencia a la exposición a un medio ambiente hostil (común 
en la producción de alimentos). Esto a menudo es llamado daño o estrés subletal cuya 
principal manifestación es la poca o nula capacidad para crecer en medios selectivos. Se ha 
reportado que en ocasiones esto es debido a daño en membrana externa que permite el 
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ingreso de antibióticos tales como rifampicina. Se ha visto que el estrés en células dañadas 
a menudo actuará en tándem o cascada (Humprey, 2002), es decir, las células no dañadas 
de Campylobacter suelen ser extremadamente sensibles a rifampicina, sobre todo en 
presencia de otras condiciones desfavorables como niveles bajos de peróxido por lo que los 
efectos en la población dañada son aún más extremos.  
 
Lo anterior resulta de suma importancia ya que compuestos como el peróxido se 
acumulan en el medio de cultivo durante su mantenimiento, antes de su uso aún cuando los 
agares o caldos se encuentren en refrigeración y en oscuridad (Humprey, 2002). Es por eso 
que se recomienda que los medios de cultivo para bacterias fastidiosas como 
Campylobacter no tengan más de una semana de preparados antes de su uso y que se 
mantengan en oscuridad, además de que se recomienda que contengan sangre y/o agentes 
secuestrantes del peróxido u otros compuestos potencialmente peligrosos. Se sabe que 
antibióticos como cefoperazona, trimetroprim y anfotericina son muy bien tolerados por 
células dañadas de Campylobacter (Humprey, 2002).  
 
La selección adecuada de los caldos de enriquecimiento es importante para el 
enriquecimiento rápido y eficaz de C. jejuni. Thunberg et al en el 2000 concluyeron que el 
caldo Hunt y el Bolton resultaron ser más eficaces para el enriquecimiento de suspensiones 
celulares y carne de cerdo inoculada (Thunberg et al., 2000). Previamente se había 
reportado por Oosterom et al (1981) la recuperación de 100 a 1,000 células/g de C. jejuni 
en carne picada contaminada artificialmente mediante el uso de un medio de 
enriquecimiento compuesto de caldo de tioglicolato,  sangre lisada (7%), vancomicina (40, 
µg/ml), trimetoprim (30 µg/ml), polimixina B (10 UI/ml) y (100 µg/ml) cicloheximida y se 
incuba a 37°C durante 24 h en una atmósfera de microaerofilia. Añadiendo 1.5% de bilis de 
buey al caldo de enriquecimiento mejoró la sensibilidad del medio, permitiendo la 
recuperación de 3 a 10 células de C. jejuni por g de carne. 
 
Aunque se ha demostrado que el DNA puede extraerse directamente de muestras o 
del medio de enriquecimiento para incrementar la sensibilidad de la PCR (Suzuki and 
Yamamoto 2009),  Katzav et al 2008 reportaron un límite de detección de 700 UFC/ml en 
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muestra de agua de lavado de pollo. Sin embargo, con el tratamiento de pre-
enriquecimiento se incrementó la sensibilidad a 1 UFC/ml. La detección de Campylobacter 





UFC/g. Sails et al (2003) realizaron cultivos de enriquecimiento antes de la enumeración de 
esta bacteria por PCR tiempo real a partir muestras de alimento contaminadas con C. jejuni 
y se determinó un límite de detección de 12 UFC/25µl de mezcla de reacción. 
 
La disminución en la sensibilidad observada en las matrices y el BFEB puede ser 
resultado de adhesión bacteriana a las partículas de alimento que reduce el número de 
células en el sobrenadante después de la centrifugación. En los ensayos de inoculación en 
piel de pollo, el carbón activado (incluido en el medio BFEB) pudo haber causado la 
variabilidad en la detección de C. jejuni por PCR, lo cual ya se había observado (Thunberg 
et al., 2000). El uso del medio libre de carbón (M-BFEB) es efectivo, reproducible y 
apropiado para la detección de bajos niveles bacterianos mediante PCR (<100 UFC/ml 
inoculados) lo que evita la siembra en medios selectivos y la incubación microaerofílica, así 
como el tiempo para la identificación mediante microbiología convencional. 
 
Por consiguiente y tomando en cuenta los resultados anteriores, la comparación de los 
caldos de enriquecimiento debe llevarse a cabo en muestras contaminadas naturalmente, 
por lo cual, realizamos un análisis epidemiológico en muestras de pollo y cerdo en punto de 
venta que se expende en diversos municipios del área metropolitana de Nuevo León. 
 
En el caso de la búsqueda de C. jejuni y C. coli en muestras de pollo crudo, se 
analizaron un total de 204 muestras en estaciones climáticas diferentes, donde las 
correspondientes a épocas de verano fueron: 24 del verano del 2007 (agosto-septiembre) y 
85 del verano del 2008 (junio-julio y septiembre). En cuanto a la época de invierno, 95 
fueron en el 2006-2007 (octubre 2006-febrero 2007). 
 
Cuando seguimos el método tradicional (enriquecimiento en los cuatro medios y 
siembra en agar Campy-Cefex e incubación microaerofílica), de las 204 muestras 
analizadas se aislaron usando todos los caldos de enriquecimiento 20 (9.8%) muestras 
112 
 
positivas, de las cuales 6 correspondieron a C. jejuni, representando esto el 30% de los 20 
aislados y el 2.9% de las muestras originales. Para el caso de C. coli se logró su detección 
en 14 muestras, siendo esto el 70% de los 20 aislados y el 6.86% del total de muestras 
analizadas.  
 
Encontramos que el caldo Bolton fue el que más número de muestras positivas (14) 
permitió detectar siendo 9 identificadas como C. coli y 5 como C. jejuni. Posteriormente, a 
partir del caldo M-BFEB se pudo detectar a Campylobacter en 5 muestras, de las cuales, en 
4 se identificó a C. coli y solo en una a C. jejuni. El medio BFEB fue el que menor número 
de aislados permitió ya que solo re recuperó una cepa de C. coli.  
 
En el presente estudio, el caldo Bolton, el cual esta suplementado con sangre lisada, 
fue el que permitió la detección de este microorganismo en un mayor número de muestras, 
lo cual concuerda con muchos estudios, entre lo que se encuentran el de Wonglumsom et al 
en 2001, quienes suplementaron con 7% de sangre lisada al caldo Hunt-Oxirasa, lo cual fue 
más  efectivo que adicionar 2.5% de carbón o 6% de carne cocida al medio (estos dos 
últimos no tuvieron diferencias significativas). En el caso de la piel de pollo, el caldo de 
enriquecimiento Hunt suplementado con oxirasa y sangre lisada fue mejor para el 
crecimiento de Campylobacter que con otros suplementos cuando el medio se incubó en 
atmósfera normal (Wonglumsom et al., 2001). 
 
Nuestros datos epidemiológicos en carne de pollo cruda indican que solo el 9.8% de 
las muestras fueron positivas para C. jejuni y C. coli predominando los aislados de C. coli. 
Esto difiere de los demás estudios epidemiológicos realizados a nivel mundial, ya que en la 
mayoría de los ensayos se logra una aislamiento de C. jejuni en el 70-80% de las muestras y 
C. coli solo el restante. 
  
Diversos estudios han reportado una alta tasa de incidencia de C. jejuni, por ejemplo 
en Nueva Zelanda el 56.6% de las muestras de pollo fueron positivas (Hudson et al., 1999). 
O en el caso de los estudios realizados en Canadá donde en 1981 la tasa de aislamientos de 
Campylobacter spp fue de 62% en muestras de pollo fresco vendidas en supermercado 
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(Park et al., 1981) y más recientemente (2006) en Alberta, Canadá donde este 
microorganismo se detectó en el 62% de piernas de pollo en punto de venta (Bohaychuk et 
al., 2006). 
 
Así mismo, Campylobacter spp también se aisló de la carne de pollo en punto de 
venta en el 40 y 70% de muestras analizadas en Tailandia y Kenia respectivamente 
(Rasrinaul et al., 1988;  Osano and  Arimi, 1999). En Italia, Pezzoti et al en el 2003 y Parisi 
et al en 2007 reportaron la presencia de Campylobacter en el 81.3 y 73% de las muestras de 
carne de pollo crudo respectivamente.  
 
Nuestros datos muestran una baja incidencia (9.8%) de C. jejuni y C. coli en las 
muestras de carne de pollo analizadas, lo cual concuerda con diversos reportes de los 
últimos años. Tal es el caso del estudio realizado por  Denis et al., quienes determinaron 
una tasa de incidencia del 17.5% de Campylobacter de muestras de pollo obtenidas de 
supermercado en Francia en el 2001, del mismo modo que Medeiros et al en el 2008 donde 
lograron aislar a C. jejuni en el 9.7% de las muestras. 
 
Esta baja prevalencia quizá se relacione con cambios en el proceso de sacrificio del 
pollo, ya que Stern et al en el 2001, reportaron una prevalencia de 21 a 40.9% de 
Campylobacter spp en pollos crudos provenientes de plantas procesadoras de EE UU 
cuando se usó agua clorada para su refrigeración, a diferencia del 80 a 90% de prevalencia 
cuando no se utilizó este tratamiento (Stern and Line, 1992). Estos datos sugirieron que 
Campylobacter spp estaba presente en cuentas muy bajas, aun menores que el límite de 
detección del método, o bien, que se encontraba en una forma que no pudo ser detectada,  
tal como el estado viable no cultivable (VBNC). Tomando en cuenta que la mayoría de las 
muestras colectadas por nosotros se encontraban en congelación, esto pudo esto influir en la 
baja incidencia. Aunque C. jejuni no sobrevive por periodos prolongados en los alimentos 
debido a la sensibilidad a la desecación, temperatura, concentración de oxígeno en el 
ambiente y el calor, la exposición a estas condiciones desfavorables puede provocar que la 
bacteria  entre en estado VBNC, lo que pudiera explicar el fracaso de las técnicas de cultivo 
convencionales para recuperar los organismos, al menos cuando se ha analizado agua 
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contaminada implicada en brotes (Rollins and Colwell, 1986; Jones et al., 1991), sin 
embargo Rollins y Colwell  (1986) han reportado que la carencia de culturabilidad de 
Campylobacter en agar no necesariamente sea un indicador de que el microorganismos  
entró a un estado VBNC (Rollins and Colwell 1986; Stern et al., 2001).  
 
Más aún,  un estudio realizado por Meldrum et al en el 2003 determinó que  no hubo 
diferencias en las tasas de recuperación de Campylobacter entre muestras frescas y 
congeladas de pollo crudo en punto de venta, siendo la prevalencia de este patógeno de 
73.1% (Meldrum et al., 2003). 
 
Aunado a lo anterior, la detección y cuantificación de Campylobacter en cualquier 
tipo de carne están limitadas por la capacidad de recuperar las bacterias de la superficie del 
producto ya que esto último está vinculado a la naturaleza de la matriz de la carne 
(estructura compleja con el músculo y tejido adiposo) y su flora bacteriana endógena. 
Estudios sobre la supervivencia de Campylobacter en cárnicos han puesto de manifiesto el 
efecto protector de la misma (Lee et al., 1998; Solow et al., 2003). Por ejemplo, 
Campylobacter en la piel de pollo se encuentra en las grietas y en consecuencia se recupera 
con dificultad (Lee et al., 1998; Solow et al., 2003). El éxito en la recuperación de estos 
microorganismos depende del método utilizado para separar las bacterias de la matriz y 
obtener una suspensión bacteriana. 
 
De entre los principales factores que afectan la adherencia y sobrevivencia de 
Campylobacter se encuentran: i) estructura física de la carne (ej. grietas) (Lee et al., 1998) 
y las características químicas (pH ácido en músculo y de neutral a básico en la piel de pollo, 
actividad acuosa y disponibilidad de nutrientes), ii) flora endógena que puede competir con 
Campylobacter e iii) interacción entre la matriz de la carne y la cepa de Campylobacter 
(Lee et al., 1998; Solow et al., 2003). 
 
Scherer et al en el 2006 determinaron la prevalencia de Campylobacter presente en 
piel y músculo de piernas de pollo crudas obtenidas en punto de venta, a fin de comparar la 
contaminación externa e interna del producto. De las 140 muestras de piel examinadas, el 
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66% fueron positivas y la contaminación interna fue de solo el 27%. En cuanto a la 
enumeración de este patógeno en la superficie de la piel, se encontró una media de 2.4 log 
UFC/g de piel, en tanto que en el músculo proporcionó resultados por debajo del límite de 
detección del método NMP (<0.3 NMP/g). Se encontró que en muestras de piel y músculo, 
C. jejuni tuvo mayor incidencia que C. coli, sin embargo, C. coli fue el que más altas 
cuentas reportó en la piel de pollo (Scherer et al., 2006). 
 
Empleando la metodología de PCR directamente a partir del caldo de 
enriquecimiento, para determinar la prevalencia de Campylobacter en las muestras de pollo 
naturalmente contaminadas, los resultados obtenidos fueron muy diferentes a aquellos 
obtenidos siguiendo la metodología tradicional. De las 204 muestras analizadas, y 
enriquecidas en todos los caldos se obtuvieron 85 muestras positivas para C. jejuni y/o C. 
coli representando esto el 41.6% (C. jejuni 33.8 y 7.84% C. coli). Observamos que el medio 
Bolton permitió un mayor número de muestras positivas (33). En este caso se detectaron 
más cepas como C. jejuni que como C. coli. Sin embargo, este número fue mayor al 
obtenido cuando seguimos el cultivo tradicional después del enriquecimiento. Esto fue 
debido quizá a que la célula pudo encontrarse en estado VBNC como previamente se había 
reportado, o bien a la baja cantidad de células presentes en la muestra, menor al límite de 
detección de la siembra en placa convencional.  
 
Con respecto al análisis de los alimentos naturalmente contaminados por 
enriquecimiento y la técnica de PCR, la baja concentración de Campylobacter presente en 
estos alimentos y la alta concentración de flora acompañante resultó ser un gran problema, 
por ello la matriz del alimento resultó ser muy importante. Se ha reportado que la detección 
de Campylobacter spp en algunos alimentos es limitada debido a la baja recuperación del 
patógeno de la superficie de la carne, aunado a la naturaleza de la matriz. Katzav et al en el  
2008 realizaron un estudio para la determinación del mejor método para lograr una buena 
extracción del DNA a partir de marinado de pollo, en donde se sugirió realizar un paso de 
pre-centrifugación para excluir la mayoría de los lípidos y la grasa del marinado de pollo y 
la piel. Sin embargo, un punto a considerar es que Campylobacter puede localizarse 
preferiblemente en la parte de la grasa de la muestra y ésta generalmente se remueve antes 
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del aislamiento del DNA y muchas bacterias pueden perderse. Además, la grasa y/o 
proteína aun presentes en la muestra después del pre-tratamiento pudieran interferir con el 
aislamiento del DNA (Katzav et al., 2008). 
 
La capacidad de las células de C. jejuni para entrar a un estado viable no cultivable 
explica la diferencia significativa entre la siembra en agar y la PCR. Las células de C. jejuni 
pueden transformarse a una morfología cocoide (VBNC) durante un estado de estrés (Park, 
2002; Rollins and Colwell 1986). Sin embargo hay un debate en saber si C. jejuni en este 
estado puede resucitar para entrar a un animal huésped (Jones et al., 1991; Murphy et al., 
2006; Pearson et al., 1993.) o si las células VBNC no se recuperan (Hazeleger et al., 1998; 
Medema et al., 1992; Ziprin and Harvey 2004). La capacidad de C. jejuni de volverse 
infectiva después de VBNC parece ser específica de especie y huésped (Jones et al., 1991; 
Medema et al., 1992; van de Giessen et al., 1996), por lo tanto, su presencia en muestras de 
medioambiente debe considerarse potencialmente infectiva y deben ser consideradas en los 
métodos de detección.  
 
Grigoriadis, et al en 1997 analizaron 1200 muestras de carne molida y encontraron 
que ninguna fue positiva para Campylobacter por cultivo, sin embargo, usando la técnica 
de PCR directa para su detección, se obtuvo que el 46% de los empaques tuvieron o fueron 
positivos (Grigoriadis et al., 1997).  
 
En un estudio realizado por Sails et al en el 2003 se detectaron nueve muestras de 
mariscos y leche cruda que estaban contaminadas con C. jejuni cuando fueron analizadas 
por PCR tiempo real, sin embargo, ninguna fue positiva cuando la detección fue por 
siembra convencional. La técnica molecular detectó posibles estados VBNC, células 
muertas o dañadas y el sembrado selectivo sub-estimó concentraciones de C. jejuni 
comparado con PCR en tiempo real, por lo que esta técnica se recomienda para la detección 
y cuantificación de C. jejuni de muestras medioambientales (Sails et al., 2003). 
 
De igual manera, Devane et al en el 2005, reportaron que el análisis usando un 
método de enriquecimiento y luego siembra difirió de aquel en donde se hizo PCR directo 
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de la muestra. Ellos reportaron que con  el primer método se pudieron aislar 616 cepas de 
C. jejuni provenientes de diferentes matrices (agua de rio, agua de lavado de pollo, carne de 
res, cerdo e hígado de cabra, heces de animales y humanos) en tanto que con la PCR tiempo 
real se identificaron 637. Ellos concluyen que esto pudo deberse quizá a que se perdió 
viabilidad en algunos cultivos debido al retraso en la obtención de los resultados y a la 
siembra en agar. O quizá, es posible que la célula se encontrara en estado VBNC y esto 
fuera detectado por PCR y que por ende fueran incapaces de crecer en agar (Devane et al., 
2005). Una posible forma de asegurarse de la presencia de células de Campylobacter aun 
en estado VBNC es realizar cuentas viables directas con naranja de acridina en muestras 
positivas por PCR y negativas por cultivo convencional (Rollins and Colwell, 1986). 
  
En todos nuestros ensayos para detección de C. jejuni y C. coli a partir de muestras de 
pollo y cerdo no se observó interferencia por componentes del medio de cultivo. Sin 
embargo, el medio M-BFEB fue más fácil de tratar para la extracción del DNA que los 
otros medios de enriquecimiento. 
 
Aunque muchos investigadores han reportado estacionalidad en el aislamiento de 
Campylobacter, incluyendo Meldrum et al en el 2006, quienes determinaron que la tasa 
máxima de este patógeno se produjo en junio, mientras que en 2003 había dos picos (junio 
y diciembre) y en 2004 hubo un pico principal en agosto y una más pequeña en abril, en 
nuestro estudio no se observó dicha estacionalidad, siendo igualmente prevalente este 
microorganismo en invierno y en verano.  
 
Considerando los riesgos potenciales en humanos, animales o medio ambiente para 
adquirir alguna enfermedad, el desarrollo y uso de un método seguro y rápido para 
identificar y/o cuantificar C. jejuni es requerido. Las técnicas más comunes para la 
detección de Campylobacter involucran determinación por medio del número más probable 





Es bien sabido que el pollo es un reservorio y un vehículo importante de especies de 
Campylobacter. La producción de carne de pollo en nuestro país, en 2008 fue de 2,581,540 
toneladas, lo que representó un incremento del 1.54% respecto a la producción de 2007 y 
ha tenido un crecimiento promedio anual de 4.56% desde el año 2000, siendo los 
principales estados productores de pollo en canal Veracruz (287,813 toneladas) con 11.15% 
del total de producción nacional, seguido de Jalisco (266,042 toneladas), Durango (239,794 
toneladas), Aguascalientes (217,619 toneladas), Querétaro (207,619 ton), Puebla (164,406 
ton), Guanajuato (162,946 ton), Sinaloa (130,061 ton), Chiapas (126,171 ton), Yucatán 
(117,331 ton) y el resto de los estados suman una producción total de 661,712 toneladas 
(Monografía Pollo, 2009). 
  
Desde el año 2004, México ha mantenido un crecimiento paulatino en su consumo de 
carne de pollo. El crecimiento promedio anual de éste para el período 2004–2008 fue de 
3.73%. El consumo de pollo es principalmente abastecido por la producción nacional en un 
86%, mientras que el resto (13.80%) por importaciones.  
Volumen de Importaciones Nacionales de Pollo 
A nivel mundial, los principales productores de pollo son los Estados Unidos de 
América con una producción de 16 millones de toneladas (21.54%), seguido de China con 
10.86 millones de toneladas (14.61%), Brasil con 8.67 millones de toneladas, México, 
quien ocupa el cuarto lugar, con 2.5 millones de toneladas y por último, la India con 2.2 
millones de toneladas (Monografía Pollo, 2009). 
 
Para el caso de la carne de cerdo, los efectos negativos de la crisis económica y de la 
influenza (A)H1/N1propiciaron que las proyecciones de producción estimadas por la 
SAGARPA para 2008 y 2009 no hayan sido como se esperaba. Aunado a esto, el bajo 
índice de confianza del consumidor, la disminución en el poder adquisitivo, la dificultad 
para generar  empleos, el aumento en los precios, el incremento en la producción de carne 
de pollo y de las importaciones, así como los cambios en los hábitos de consumo, han 
propiciado que la recuperación del sector porcino fuera lenta; sin embargo, analizando el 
comportamiento de la producción para los dos primeros meses del año 2010, se tuvo que 




Cuando analizamos la prevalencia de Campylobacter spp en muestras de carne de 
cerdo crudo, cerdo cocido y pollo cocido no se logró aislar ninguna cepa de C. jejuni ni C. 
coli, debido quizá a una buena cocción del producto, lo que pudiera  permitir la eliminación 
de este tipo de microorganismos ya que se ha reportado que la carne de pollo para eliminar 
a Campylobacter debe cocinarse a 77°C-82ºC (temperatura interna del alimento) por 15 
segundos, en tanto que para la carne de cerdo es de 71ºC por 15s (Anónimo, 2001). 
 
Al mismo tiempo se analizó la calidad microbiológica (presencia de microorganismos 
indicadores) de las muestras analizadas en este estudio. En el pollo crudo se encontró que 
en base a la  cuenta de bacterias mesofílicas aerobias el 46.8% de las muestras tenían 
valores >1x10
5
 UFC/g, lo cual resulta un valor de relevancia, ya que aunque no hay límites 
máximos sanitarios en nuestra normativa este valor resulta ser extremadamente alto. El 
1.19% de las muestras tenían valores >1x10
5 
UFC/g en tanto que las cuentas de mohos y 




Los resultados del análisis de las muestras de alimento que contenían pollo cocido, 
(ensalada, pollo asado, rostizado, empanizado y frito), arrojaron que 10 muestras (5%) 
sobrepasaron los valores de 150 000 UFC/g, que hasta hace poco era considerado en 
nuestra normativa como no permisible para el consumo, la cuenta de mohos y levaduras 
tuvo como valor máximo 1000 UFC/g.  
 
Del análisis de 150 muestras de diferentes cortes de carne de cerdo cruda, más del 
95% presentaron valores < 10
4
 UFC/g de mesófilos aerobios totales y solo el 4.7% obtuvo 
cuentas elevadas (>10
5
 UFC/g). El 75% de las muestras contenían <10
3
 UFC/g de 
microorganismos coliformes totales, en tanto el 90% de las muestras presentaron <10
3
 
UFC/g de microorganismos coliformes fecales.  
 
Finalmente, el análisis de las 50 muestras de carne de cerdo cocido mostró que  el 5% 
de éstas presentaba cuentas muy elevadas (>150,000 UFC/g) de organismos mesófilos 
aerobios y para el caso de los coliformes totales y fecales la mayoría de las muestras (19.5 y 
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21% respectivamente) tuvieron cuentas menores a los 10UFC/g, sin embargo, hubo 
muestras que presentaron cuentas muy altas tanto de coliformes totales como fecales lo cual 
pudiera representar un riesgo para la salud del consumidor ya que es un alimento listo para 
comer. Todas las muestras presentaron valores menores a 1000 UFC/g de mohos y 
levaduras. 
 
Por otro lado, a los aislados de C. jejuni y C. coli obtenidos de la muestras de 
alimentos, se les determinó su perfil de resistencia a antimicrobianos, para lo cual se 
probaron siete de ellos que generalmente se usan como tratamiento en las infecciones 
causadas por este patógeno. 
 
Las pruebas de susceptibilidad de Campylobacter no están estandarizadas. Varios 
métodos se pueden encontrar en la literatura, tal como realizar  la dilución del 
antimicrobiano y utilizar agar Mueller-Hinton suplementado con 5% de caballo o sangre de 
carnero, y seguido de una incubación de 16 a 18 horas en condiciones de microaerobiosis. 
Diferentes métodos de difusión (discos, pastillas, y tiras de E-test) se han utilizado y en 
algunos casos es equiparable con los resultados obtenidos por los métodos de dilución en 
tubo. Debido a la carencia de un método internacionalmente aceptado para este tipo de 
microorganismos se puede utilizar cualquiera. En nuestro estudio utilizamos la técnica de 
difusión en disco en agar mediante la técnica de Kirby-Bauer, y encontramos que el 56%de 
los aislados fueron resistentes ya sea al ácido nalidíxico o a la tetraciclina. El 52% de las 
cepas fue resistente a la ciprofloxacina en tanto que la menor resistencia (4.3%) se obtuvo 
frente a la ampicilina y la gentamicina. Con lo cual el patrón de resistencia de los aislados 
fue: ácido nalidíxico = tetraciclina > ciprofloxacina > azitromicina = eritromicina > 
gentamicina = ampicilina. 
 
Según la literatura, las especies de Campylobacter son a menudo resistentes a la 
penicilina, ampicilina y cefalosporinas como resultados del alarmante incremento en la 
resistencia a fluoroquinolonas en las pasadas décadas en muchos países (Gupta et al., 
2004). Este incremento en la resistencia a fluoroquinolonas coincide con el uso de 
fluoroquinolonas (sarafloxacina y enrofloxacina) en producción avícola y en medicina 
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veterinaria en general. En el caso del ácido nalidíxico, éste forma parte de las quinolonas 
por lo que nuestros resultados concuerdan con los reportados. Se debe tomar en cuenta que 
la susceptibilidad al ácido nalidíxico se ha considerado una prueba importante para 
distinguir tradicionalmente entre especies de C. jejuni, C. coli y C. lari quizá por esta razón 
fue el antimicrobiano al que mayor resistencia se presentó. 
 
En nuestro ensayo encontramos también resistencia a ciprofloxacina (52.2%) por 
parte de las cepas, lo cual concuerda con un estudio realizado con Hakanen et al en el 2003, 
donde de 376 cepas, el 46% fue resistente a este antibiótico. Además, entre otros 
antimicrobianos la resistencia también se presentó a tetraciclina y ampicilina con el 46 y 
17% respectivamente. De las cepas resistentes a ciprofloxacina, el 68 % fue resistente a 
tetraciclina y el 35% a ampicilina, encontrándose con ello cepas multirresistentes.  
 
En México, también hemos observado un rápido aumento de la resistencia a las 
fluoroquinolonas de C. jejuni, esto se observó gracias a una técnica de análisis de 
amplificación de mutación (MAMA-PCR) sin realizar la secuenciación de DNA. De 56 
aislados de Campylobacter, 46 (81%) fueron resistentes a uno o más fluoroquinolonas. La 
mutación gyrA se observó en el 40 (84%) de los 46 aislados analizados, confirmando con 
ello que la mayor incidencia de resistencia de los aislados en nuestra población se debe a 
una mutación del gen gyrA (Tuz-Dzib et al., 2000). La resistencia a fluoroquinolonas por 
parte de C. jejuni se debe a una mutación puntual simple en los genes que codifican las 
subunidades de la DNA gyrasa (gyrA) y ocasionalmente de la subunidad de topoisomerasa 
IV parC. En países europeos y Estados Unidos se ha visto un incremento en la resistencia a 
fluoroquinolonas relacionado esto al uso de este antibiótico en medicina veterinaria 
(Engberg et al., 2001; Nachamkin et al., 2002; Alterkruse  et al., 1999).  
  
Con respecto a la resistencia a eritromicina (macrólidos) se ha reportado una alza en 
la misma, para el caso de la tasa de resistencia a este antimicrobiano en España y Taiwan 
para C. jejuni fue 17% (Li et al., 1998; Sáenz et al., 2000). En otro estudio, la resistencia a 
la azitromicina fue del 6% en Tailandia, sin embargo las cepas resistentes a este 
antimicrobiano también fueron resistentes a fluoroquinolonas (Isenbarger et al., 2002). La 
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resistencia a macrólidos por parte de Campylobacter difiere entre países y especies (Gibreel 
and Taylor, 2006). Esta resistencia predomina en C. coli, en tanto que en C. jejuni no 
excede del 10%.  
 
La resistencia  a macrólidos en C. jejuni y C. coli está dado por dos mecanismos 
llamados modificación y efflux. La mutación en el RNAr 23S bloquea la interacción de los 
macrólidos a la subunidad ribosomal 50S, y por ello se confiere resistencia a macrólidos. 
Específicamente, mutaciones en la posición 2074 y 2075 se han asociado con un alto nivel 
de resistencia en C. jejuni y C. coli (Jensen and Aarestrup, 2001; Vacher et al., 2003; 
Gibreel et al., 2005; Mamelli et al., 2005). Mutaciones en estas posiciones probablemente 
bloqueen la unión de los macrólidos a su sitio en la subunidad ribosomal 23S (Pfister et al., 
2004). 
 
En nuestro estudio la principal resistencia se encontró para tetraciclina y ácido 
nalidíxico por igual. Algunos autores han reportado que la resistencia a tetraciclina de 
Campylobacter puede ser mediada por plásmidos (Taylor et al., 1980). Se ha descubierto 
una proteína de protección ribosomal Tet(O) [producto del gen tet(O)] que se une al 
ribosoma bacteriano y desplaza como consecuencia a la tetraciclina (Connel et al., 2003; 
Trieber et al., 1988). Dicho plásmido puede ser únicamente transferible entre especies de 
Campylobacter (Taylor and Courvalin, 1988). 
 
La bomba efflux CmeABC también ha sido implicada como resistencia intrínseca o 
adquirida a tetraciclina de Campylobacter (Lin et al., 2002; Pumbwe and Piddock, 2002; 
Gibreel et al., 2007). 
 
En nuestro trabajo, una cepa de C. coli (12pfB) fue la más resistente a 
antimicrobianos sensible solamente a ampicilina. Esto concuerda con Thakur et al en el 
2009, quienes reportaron que C. coli mostraba resistencia a múltiples antimicrobianos tales 
como fluoroquinolonas y macrólidos más frecuentemente que C. jejuni. De los aislados de 
Campylobacter en diversos alimentos así como de humanos, se encontró una alta 
frecuencia de resistencia a antimicrobianos para ciprofloxacina y eritromicina. El 65% de 
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los aislados de humano fue resistente a eritromicina y en el caso de los aislados de carne de 
pavo en punto de venta, la cepas de C. coli mostraron mayor resistencia a ciprifloxacina 
(82%) y eritromicina (46%). Esto es de mayor interés si consideramos  que las 
fluoroquinolonas y los macrólidos son los agentes antimicrobianos de elección para tratar 
una Ccampylobacteriosis severa en humanos (Butzler, 2004; Yates, 2005). 
 
C. coli se ha reportado ser más frecuentemente resistente a eritromicina que C. jejuni, 
en donde se reporta una  tasa actual de resistencia entre 0 y 50%. La resistencia de C. coli a 
las fluoroquinolonas ha ido en incremento y actualmente se estima que es de 30.8% en 
EUA (Fitzgerald et al., 2008).  
 
Tomando en consideración, los resultados de resistencia de las cepas analizadas, 
pudiéramos considerar como riesgoso para la salud humana una vez que dichas cepas se 
encuentren en los alimentos o como responsables de infecciones en humanos. 
 
En base a todo lo anterior, se acepta la hipótesis de este trabajo que versó en la 
posibilidad de desarrollar un método rápido para la búsqueda e identificación de 
Campylobacter jejuni y C. coli a partir de alimentos para un análisis posterior de 
susceptibilidad a antimicrobianos. 
 
El medio formulado (M-BFEB) demostró ser capaz de permitir un enriquecimiento de 
C. jejuni y C. coli a partir de muestras de alimentos incubado bajo condiciones aeróbicas y 
permitió su acoplamiento a la técnica de PCR disminuyendo el tiempo requerido para 
identificar presuntivamente a este microorganismo. Según la incidencia de C. jejuni y C. 
coli en muestras de pollo, el riesgo de campylobacteriosis pudiera reducirse a través de una 
cocción apropiada. Nuestro trabajo proporciona información útil para el desarrollo o re-






 Se formuló el medio M-BFEB que puede incubarse en aerobiosis y no posee sangre 
hemolisada ni carbón activado.  
 Los medios Bolton, BFEB y M-BFEB permitieron una recuperación similar (P≥0.05) 
para todas las cepas probadas en cultivo puro ya sea por microbiología convencional 
como por PCR. El medio Preston fue el menos sensible (P<0.05). 
 El medio M-BFEB tuvo una mejor recuperación de las cepas C. jejuni NADC 5653, 
180ip y 238ip por ambos métodos.  
 Un enriquecimiento de 24h en todos los caldos probados permitió detectar a C. jejuni y 
C. coli por siembra en agar y por PCR. 
 C. jejuni se recuperó en un medio donde estaba creciendo junto con  E. coli (co-cultivo a 
las mismas concentraciones), incluso cuando la cantidad de bacterias fue muy elevada 
(1X10
6
 UFC/ml C. jejuni-E. coli) 
 C. coli se recuperó desde 10 UFC/ml en un medio donde estaba creciendo junto con E. 
coli a la misma concentración.  





 UFC/ml) en los medios BFEB y M-BFEB.  
 Una mezcla de C. jejuni NADC 5653 y C. coli 19 inoculadas en piel de pollo y 
sembradas en los enriquecimientos fue recuperada a partir de una concentración de 
10UFC/ml en el medio M-BFEB.  
 El medio M-BFEB fue diferente significativamente (P<0.05) con respecto a los otros 
tres medios siendo el que mejores resultados presentó para su uso directo por PCR. 
 El medio M-BFEB permitió recuperar a C. jejuni y C. coli de cerdo en a partir de 1 
UFC/ml.  
 C. jejuni y C. coli se detectaron por método convencional en 9.8% de pollo crudo. De 20 
muestras positivas 6 fueron C. jejuni y 14 C. coli a  partir del caldo Bolton (14), M-
BFEB (5)  y BFEB (1). 
 C. jejuni y C. coli por PCR en pollo crudo fue de 41.6% (33.8% C. jejuni y 7.84% C. 
coli). De las muestras, 33 fueron positivas por Bolton (24 C. jejuni y 9 C. coli), 28 por el 
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medio BFEB (23 C. jejuni y 5 C. coli) y 24 por medio del M-BFEB (22 C. jejuni y 2 C. 
coli). 
 No se encontró a Campylobacter en ninguna muestra de cerdo (150 cerdo crudo y 49 
cerdo cocido) por método convencional ni por PCR. 
 El 56% (13) de los aislados fueron resistentes ya sea al ácido nalidíxico o a la 
tetraciclina, el 52% a la ciprofloxacina y la menor resistencia (4.3%) se obtuvo frente a 
la ampicilina y gentamicina.  
 El patrón de resistencia de los aislados fue: Ácido nalidíxico = tetraciclina > 




X. RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS 
 
Los resultados obtenidos en la presente investigación derivan en algunas 
recomendaciones, tomando en cuenta que se logró el aislamiento de 20 cepas de C. jejuni 
y/o C. coli a partir de muestras de pollo procedentes de diversos sitios, resulta de interés 
determinar su perfil genético con la finalidad de conocer la variabilidad genética de los 
aislados de este patógeno que circulan en nuestra región y establecer con ello una posible 
relación al provenir de muestras y periodos diferentes. 
 
Además, debido a que algunos aislados presentaron multirresistencia a los 
antimicrobianos se recomienda realizar un análisis genético a fin de determinar el 
mecanismo de resistencia que posee investigando probablemente las mutaciones puntuales 
en ciertos genes responsables de ello. O bien, determinar si estos aislados presentan algún 
plásmido que confiera resistencia a estos antimicrobianos o la detección de bombas efflux 
con la misma finalidad. 
 
Asimismo, una vez desarrollado el método rápido para la búsqueda de C. jejuni y C. 
coli basado en PCR, esta metodología podría ser una base importante para implementarla 
en algún laboratorio ya que no resulta de alto costo al minimizar la utilización de 
incubadora o un sistema de generación de CO2. Inclusive podría de ser utilidad a nivel de 
campo para determinar la incidencia de dichos patógenos en aves de corral o animales de 
granja que pueden ser vehículos de transmisión de estas bacterias, lo que permitirá tomar 
medidas adecuadas y a tiempo para controlarlas.  
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